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Povezanost čoveka i biljaka datira još od davnina. Čovek je biljke prvenstveno 
koristio u ishrani, a kasnije i u lečenju. Kroz istoriju čovečanstva, biljke su dobijale sve vedi 
značaj kao izvor biološki aktivnih supstanci i lekova. Neki farmakokinetičari kinesku knjigu o 
korenju i travama „Pen Tsao”, autora Shen Nunga (2900 godina p.n.e.)  smatraju najstarijom 
farmakopejom na svetu i ona obuhvata opis 365 biljnih droga, od kojih se mnoge i danas 
upotrebljavaju. Broj cvetnica koje su do danas hemijski ispitane čini samo 10%, od ukupno 
250.000 vrsta na planeti, zbog čega se može zaključiti da biljni svet i dalje predstavlja 
nepresušan i još nedovoljno istražen resurs biološki i farmakološki aktivnih jedinjenja. 
Tokom XX veka trend primene kombinatorne hemije u dizajniranju lekova, pogotovo HTS 
skrininga (High Throughput Screening), doveo je do pada interesovanja za prirodne 
proizvode. Kako su očekivanja ovih istraživanja precenjena, u poslednjih nekoliko godina 
svetska naučna javnost ponovo se usmerava na istraživanja prirodnih molekula kao novih 
lekova i primenu fitoterapije. Pored neospornog značaja za farmaceutsku industriju, prirodni 
proizvodi biljaka nalaze široku primenu u proizvodnji dijetetskih suplemenata i funkcionalne 
hrane, koja pored zadovoljavajudih nutritivnih svojstava ispoljava i određene farmakološke i 
fiziološke efekte na ljudsko zdravlje, što je od velikog značaja u prevenciji nastanka bolesti 
savremenog čoveka. Zbog toga je ispitivanje biološke aktivnosti i hemijska karakterizacija do 
sad neispitanih biljnih vrsta od izuzetnog naučnog i praktičnog interesa, jer vode ka novim 
izvorima potentnih, biološki aktivnih prirodnih proizvoda. 
Na teritoriji Balkanskog poluostrva rastu dve vrste roda Morus: Morus alba i Morus 
nigra koji su u narodu poznatije pod imenom beli i crni dud, šamdud ili murva. Biljke ovog 
roda su delimično poznate u tradicionalnoj medicini u kojoj su našle primenu u lečenju 
dijareje, sniženju krvnog pritiska, zarastanju rana i dr. Na našem podneblju plod duda 
(dudinje) je minimalno zastupljen u ishrani, a još manje je istražen u pogledu hemijskog 
sastava i lekovitog delovanja. Da plod, list, kora i koren drveta duda imaju veoma 
blagotvorna dejstva poznato je iz iskustava tradicionalnih istočnjačkih medicina. U zemljama 
poput Kine, Indije i Japana dud se koristi svakodnevno u obliku čajeva, tinktura, u svežem ili 
suvom stanju, ili u obliku raznih preparata na bazi ekstrakata. Fitopreparati dobijeni od 
različitih vrsta duda u pomenutim zemljama poznati su kao dobri analgetici, diuretici, 
antiseptici, antidijabetici, sedativi, hipoglikemici, kao i antiinflamatorni i hipotenzivni agensi, 
odnosno sredstva protiv crevnih parazita i nesanice.  
Polazedi od pretpostavke da bi do sada neistražene vrste roda Morus koje rastu na 
teritoriji Balkanskog poluostrva mogle biti potencijalni izvori farmakološki aktivnih 
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jedinjenja, ova doktorska teza imala je za cilj sprovođenje detaljnih fitohemijskih i 
biohemijskih ispitivanja dve vrste duda sa teritorije Vojvodine i to: Morus alba L. (beli dud) i 
Morus nigra L. (crni dud). Izvršena je ekstrakcija ploda, lista i korena duda, i analiza sastava 
dobijenih ekstrakata, identifikacija farmakološki značajnih komponenata prisutnih u 
ekstraktima, kao i ispitivanje potencijalnog delovanja i mogude primene ekstrakata duda u 
ishrani i farmaciji. 
Istraživanje je bazirano na dobijanju i ispitivanju različitih ekstrakata ploda, lista i 
korena duda. Ekstrakcija etanolom kao ekstragensom izvršena je pri optimalnim uslovima, 
koji su predhodno određeni. Fitohemijsko ispitivanje etanolnih ekstrakata obuhvatalo je 
spektrofotometrijsko određivanje sadržaja ukunih fenola, flavonoida i antocijana. Određene 
su i pojedinačne polifenolne komponente i saharidi primenom HPLC metode, mikro-, makro- 
i toksični elemenati ICP-OES metodom. U ekstraktima dobijenim primenom superkritičnog 
ugljendioksida ispitan je sastav masnih kiiselina primenom GC/FID metode i sadržaj ukupnih 
karotenoida spektrofotometrijski. Cilj ispitivanja delovanja ekstrakata, bio je i evaluacija 
antioksidativne, citotoksčne, toksične i genotoksične aktivnosti ispitivanih vrsta Morus radi 
utvrđivanja njihovog terapeutskog potencijala. Procena antioksidativne aktivnosti vršena je 
na osnovu pradenja sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (DPPH• i OH•), redukcionog 
potencijala i inhibicije lipidne peroksidacije. Citotoksični potencijal ekstrakata određen je 
MTT testom u in vitro uslovima na tumorksim humnim delijama (RD, Hep2c i L2OB). Toksično 
i genotoksično delovanje ekstrakata duda utvrđeno je primenom Allium аnаfаzno-
telofаznog testa. 
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2.1. FITOPREPARATI 
  
Fitoterapija je sklop farmakognozije i komplementarne medicine u tretiranju i 
prevenciji bolesti, a obuhvata lečenje, ublažavanje i prevenciju bolesti primenom lekovitog 
bilja, njihovih delova i biljnih proizvoda (ekstrakata, tinktura, itd.). To je prvi oblik medicine 
koji je čovek poznavao, vekovima jedini oblik lečenja i ublažavanja bolesti. Najranije 
zabeleženi podaci mnogih naroda (starih Egipdana, Sumeraca, Asiraca, Grka, Kineza i 
Indijaca) govore o korišdenju biljaka u terapijske svrhe od strane čoveka. Ispitivanjem 
hemijskih, bioloških i farmakoloških osobina prirodnih proizvoda korišdenih u tradicionalnoj 
medicini širom sveta dobijeni su mnogi terapeutski agensi koji se danas koriste u modernoj, 
konvencionalnoj medicini: morfin iz opijuma (Papaver somniferum) se koristi kao analgetik, 
digoksin i ostali glikozidi izolovani iz Digitalis spp. koriste se za lečenje bolesti srca, taksol iz 
pacifičke tise (Taxus brevifolia) za lečenje kancera, kinin izolovan iz kore kininovog drveta 
(Cinchona spp.) za lečenje malarije, aspirin iz kore vrbe (Salix spp.) kao analgetik, antipiretik i 
antiinflamator, kofein iz kafe (Coffea arabica) – stimulans (Heinrich i sar., 2004). 
Tretman biljnim ekstraktima, kao i izolovanim prirodnim jedinjenjima i neorganskim 
jedinjenjima, je dugi niz godina predstavljao nezamenljivi i gotovo jedini poznati i dostupni 
vid lečenja (Chadwick i Marsh, 1990). Transformacija prirodnih jedinjenja izolovanih iz 
biljaka u polusintetičke derivate i sinteza analoga započinje početkom XIX veka sa razvojem 
farmaceutske industrije i farmaceutske hemije. Sredinom XX veka napredak hemije utiče na 
popularizaciju sinteze i proizvodnje lekova sintetičkih analoga kada „sintetički“ molekuli u 
potpunosti zamenjuju „prirodne“ lekove. Tada farmaceutske kompanije usmeravaju svoja 
istraživanja i ulažu kapital u dobijanje sintetičkih jedinjenja, dok razvoj kombinatorne hemije 
i računskog pristupa u dizajniranju novih lekova (Computational Drug Design) dodatno 
umanjuju interesovanje za prirodnim proizvodima kao potencijalnim izvorima novih lekova 
(Raskin i sar., 2002). 
Poslednjih godina XX veka evidentno raste popularnost herbalne i homeopatske 
medicine u svetu, interesovanje za organskom (zdravom) hranom i prirodnom kozmetikom. 
Razlog popularizacije prirodnih proizvoda je moguda nebezbednost i toksičnost 
novosintetisanih jedinjenja po ljudsko zdravlje i životnu sredinu. Danas je na tržištu prisutan 
veliki broj proizvoda koji sadrže aktivne biljne sastojke – fitofarmaceutski proizvodi 
(fitopreparati, fitoterapeutici) koji ostvaruju oko 50% od ukupnog prometa na tržištu 
farmaceutskih proizvoda (Raskin i sar., 2002; Lalli, 2005). Biljka se može smatrati 
kompleksnom biohemijskom laboratorijom. Oružje odbrambenog sistema biljaka od 
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biljojeda, mikroba i virusnih infekcija čine brojna bioaktivna jedinjenja koje biljka sintetiše. 
Nakon više od 100 godina istraživanja, samo tredina danas poznatih bolesti se može efikasno 
lečiti danas dostupnim lekovima. Činjenica, koja se ne sme ignorisati je da brojna biološki 
aktivna jedinjenja koje biljke poseduju su odabrana, razvijena i usavršena evolucijom u toku 
mnogo dužeg perioda nego što su to uradile ili to mogu uraditi farmaceutske kompanije 
(Raskin i sar., 2002). 
Odakle potiče potreba za lekovima biljnog porekla? Paradigma zapadne medicine XX 
veka je nastojanje da se kompleksne bolesti leče „jednim molekulom“. Otpornost na 
antimikrobne i antitumorske lekove koja je poslednjih godina postala evidentna ukazuje na 
mane ovog postupka lečenje. Multifaktorijalna priroda određnih kompleksnih bolesti 
ukazuje na to da se mora pristupiti lečenju kombinacijom terapeutskih agenasa. Nasuprot 
pristupu lečenja „jednim molekulom“, tradicionalna medicina istočnih naroda oduvek je 
smatrala da je kompleksne bolesti najbolje lečiti kombinacijom botaničkih i nebotaničkih 
lekova koje je neophodno prilagoditi pacijentu i stadijumu bolesti. U tradicionalnoj kineskoj i 
ajurvedskoj medicini je ovaj pristup najrazvijeniji, gde se ističe sinergistički efekat različitih 
komponenata kompleksnih medicinskih smeša. Očigledno je da su biljke razvile sličnu 
strategiju u odbrani od patogena, koji predstavljaju glavni uzrok njihovog oboljevanja i smrti 
(Stermitz i sar., 2000; Ball i sar., 2006). Na osnovu ovih činjenica može se zaključiti da ukoliko 
se pri lečenju određenih bolesti koriste fitoterapeutici, manja je mogudnost od pojave 
rezistentnosti zbog zajedničkog i sinergističkog dejstva više različitih bioaktivnih jedinjenja 
biljaka (Raskin i sar., 2002; Lalli, 2005). Iz navedenih razloga, poslednjih nekoliko decenija 
sprovedena su brojna istraživanja lekovitih, aromatičnih i ostalih biljaka sa ciljem razvoja 
novih, prirodnih formulacija i aditiva za prehrambenu, kozmetičku, farmaceutsku ili neku 
drugu primenu. Sve je vedi broj naučno-istraživačkih timova koji se bave fitoterapijom i 
instituta orijentisanih samo na biljnu medicinu. Na Pekinškom univerzitetu trenutno je 
registrovano više od 3.500 naučnika koji učestvuju na istraživanjima biljaka i njihovih 
produkata, povezivanju tradicionalne i moderne herbalne medicine. Na teritoriji Velike 
Britanije postoji više od 15 registrovanih i priznatih udruženja i instituta koja se bave 
edukacijom i primenom fitoterapije (Vilkinson, 2003). Važnost istraživanja usmerenih u tom 
pravcu se može videti i iz činjenica da je čak 75% jedinjenja koja se danas koristi u 
medicinske svrhe biljnog porekla, a četvrtina od njih se još uvek izoluje iz biljne droge (Duke, 
1990; Newman, 2007). Ispitivanje ovih biljnih vrsta naročito može biti interesantno ako se 
uzme u obzir rast popularnosti komplementarne i alternativne medicine u svetu poslednjih 
godina i trend rasta upotrebe prirodnih proizvoda za prevenciju i lečenje brojnih oboljenja 
(Golbeck-Wood i sar., 1996; Eisenberg i sar., 1998; Fisher i Ward, 1994; Thomas i sar., 2001; 
Mainardi i sar., 2009). Od oko 250.000 biljnih vrsta na Zemlji, mali procenat je hemijski, 
biološki i fiziološki ispitan. Do danas, 119 jedinjenja biljnog porekla se koriste kao lekovi, koja 
se izoluju iz samo 90 biljnih vrsta (Chadwick i Marsh, 1990; Lalli, 2005). Familije biljaka koje 
su našle primenu u dobijanju fitopreparata prikazane su u tabeli 1 (Thomson i sar., 2005; 
Shannon i sar., 2005; Wright i sar., 2008; Thomson, 2010). 
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Fitopreparati ili fitoterapeutici kao aktivne sastojke sadrže biljke, biljne delove ili 
njihove produkte. Dosadašnja istraživanja su pokazala da se veliki broj biljnih vrsta i familija 
može koristiti za formulaciju fitopreparata. Takvi fitopreparati su bazirani na aktivnim 
komponentama jedne biljne vrste ili kombinaciji više biljnih vrsta.  
 
Tabela 1. Familije biljaka koje su našle primenu u dobijanju fitopreparata 
Familija Biljne klase (tradicionalno ime) Dominantne klase jedinjenja 
Actinidiaceae kivi, kineski kivi (fizalis) flavonoidi, triterpeni, tetraterpeni 
Alliaceace 
(Liliaceae*) 
aloa vera, špargla, vlašac, crni luk, 
beli luk, praziluk 
neproteinske aminokiseline, flavonoidi, triterpeni, 
alkaloidi 
Anacardiaceae crne ribizle, mango flavonoidi, tetraterpeni 
Annonaceae jabuka alkaloidi, flavonoidi, poliketali 
Apiaceae 
(Umbelliferae*) 
šargarepa, celer, korijander, 
peršun, mirođija, morač, paškanat 
tetraterpeni, monoterpeni, seskviterpeni, 
flavonoidi, felilpropani, poliacetileni, amini 
Asteraceae 
(Compositae*) 
artičoke, kamilica, ehinacea, 
maslačak, endivija, zelena salata, 
estragon 
seskviterpeni, alkaloidi, flavonoidi, tetraterpeni, 
triterpeni, diterpeni, amini, cijanogeni glikozidi, 
monoterpeni, fenilpropani, neproteinske 
aminokiseline 
Brassicaceae 
(Cruciferae)* 
brokol, prokelj, kupus, karfiol, 
keleraba, rukola, kelj, repa, 
potočarka 
glukozinolati, tetraterpeni, alkaloidi, flavonoidi, 
fenilpropani, neproteinske aminokiseline 
Bromeliaceae ananas flavonoidi, alkaloidi, tetraterpeni 
Caricaceae papaja glukozinolati  
Chenopodiaceae cvekla, zelje, spanad, blitva alkaloidi, amini, neproteinske aminokiseline 
Convolvulaceae slatki krompir alkaloidi, flavonoidi 
Cucurbitaceae 
krastavac, dinja, bundeva, tikva, 
lubenica 
triterpeni, amini, neproteinske aminokiseline 
Ericaceae borovnica, brusnica flavonoidi, triterpeni, fenilpropani 
Euphorbiaceae tapioka 
glukozinolati, alkaloidi, flavonoidi, cijanogeni 
glikozidi, neproteinske aminokiseline, fenilpropani 
Fabaceae 
(Leguminosae*) 
soja, sočivo, pasulj, grašak, boranija 
alkaloidi, flavonoidi, cijanogeni glikozidi, 
neproteinske aminokiseline, fenilpropani, 
diterpeni, triterpeni, amini 
Lamiaceae 
(Labiatae*) 
bosiljak, izop, lavanda, matičnjak, 
majoran, nana, origano, ruzmarin, 
žalfija, majčina dušica 
alkaloidi, monoterpeni, triterpeni, flavonoidi, 
seskviterpeni, diterpeni, fenilpropani 
Lauraceae avokado, cimet 
alkaloidi, flavonoidi, amini, fenilpropani, 
monoterpeni 
Malvaceae kakao flavonoidi, alkaloidi 
Moraceae dud, smokva flavonoidi, triterpeni, alkaloidi 
Musaceae bokvica, banana 
flavonoidi, amini, neproteinske aminokiseline, 
tetraterpeni 
Palmae 
(Arecaceae*) 
kokos alkaloidi, flavonoidi, tetraterpeni 
Piperaceae crni biber amini, alkaloidi, fenilpropani, seskviterpeni 
Poaceae 
(Gramineae*) 
limun trava, pšenica, kukuruz, 
pirinač, bambus 
alkaloidi, amini, cijanogeni glikozidi, flavonoidi, 
tetraterpeni, triterpeni, monoterpeni, 
seskviterpeni 
Polygonaceae heljda, zelje flavonoidi, alkaloidi 
Rosaceae 
jabuka, kajsija, kupina, višnja, 
malina, jagoda, nektarina, breskva, 
kruška, dunja 
fenilpropani, flavonoidi, tetraterpeni, 
monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni, alkaloidi, 
amini, cijanogeni glikozidi, triterpeni 
Rutaceae 
kari, grejpfut, limun, limeta, 
mandarina, pomorandža 
alkaloidi, flavonoidi, triterpeni, monoterpeni, 
seskviterpeni, amini, fenilpropani, tetraterpeni 
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Sapindaceae liči, javor 
flavonoidi, alkaloidi, triterpeni, cijanogeni glikozidi, 
neproteinske aminokiseline 
Solanaceae 
paprika, krompir, paradajz, čili, 
plavi patlidžan 
alkaloidi, seskviterpeni, fenilpropani, tetraterpeni, 
amini, flavonoidi 
Vitaceae grožđe flavonoidi, fenilpropani, triterpeni 
*alternativno ime familije 
 
2.1.1. METABOLITI BILJAKA 
 
Biološki aktivna jedinjenja, odgovorna za terapijsko delovanje, obično su 
koncentrisana u pojedinim biljnim organima (list, cvet, seme, koren, plod). Biljka uz pomod 
atmosferskog ugljendioksida tokom procesa fotosinteze sintetiše organske molekule koji se 
dele na primarne i sekundarne metabolite biljaka. Primarni metaboliti utiču na strukturnu 
funkciju same biljke, dok sekundarni metaboliti utiču na međudelijsko funkcionisanje biljke i 
reprodukciju unutar biljke, a nastaju kao odgovor na biotički i abiotički stres (Hartman, 
2007). 
U primarne metabolite biljaka spadaju ugljeni hidrati, masti, nukleinske kiseline i 
proteini. Od primarnih metabolita tri klase (ugljeni hidrati, masti i proteini) se smatraju 
strukturnim i hranljivim materijama. Oni su privukli posebnu pažnju u cilju ispitivanja i 
dokazivanja farmakološke aktivnosti (WCRF/AICR, 2008) .  
Sekundarni metaboliti biljaka mogu se svrstati u četrnaest osnovih klasa jedinjenja 
(tabela 2) i procenjuje se da postoji preko 200.000 hemijskih struktura koje sintetišu biljke 
(Wink, 2003).  
Tabela 2. Klase biljnih sekundarnih metabolita  
Klasa 
Alkaloidi 
Amini 
Cijanogeni glikozidi 
Diterpeni 
Flavonoidi 
Glukoinolati 
Monoterpeni 
Neproteinske aminokiseline 
Fenilpropani 
Poliacetileni 
Poliketoni 
Seskviterpeni 
Tertraterpeni 
Triterpeni, saponini, steroli 
 
S obzirom na dokazane biohemijske funkcije koje ova jedinjenja poseduju nije 
iznenađujude da je ispitan veliki broj lekovitih delovanja. Na bazi bilja formulisano je više od 
70% lekova koje se koriste u tradicionalnoj medicini i više od 50% lekova koji se koriste u 
klasičnoj medicini. Konkretno u terapiji kancera koristi se preko 60%  lekova koji su bazirani 
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na biljnim produktima, tj. sekundarnim metabolitima (Gad, 2005). Razlozi za upotrebu 
metabolita biljaka i princip njihovog dejstva prikazani su na slici 1. 
Biljke vezuju ugljendioksid tokom procesa fotosinteze i koriste ugljenik za sintezu 
primarnih i sekundarnih metabolita. S obzirom na to da primarni metaboliti, npr. ugljeni 
hidrati, proteini i lipidi, obezbeđuju strukturne i funkcionalne komponente biljkama, 
sekundarni metaboliti se koriste za komunikaciju, reprodukciju, odbranu, itd. Četrnaest klasa 
hemijskih komponenata se sintetiše u vidu sekundarnih metabolita biljaka i svaka od klasa 
vrši biološke aktivnosti koje imaju potencijal da unaprede ljudsko zdravlje kroz njihov efekat 
na metabolizam mikroorganizama i sisara putem uzimanja ovih hemikalija kao biljne hrane. 
Najviše hroničnih oboljenja na koje mogu uticati primarni i sekundarni metaboliti biljaka su: 
kancer, kardiovaskularna oboljenja, dijabetes tipa II i gojaznost, oboljenja koja izazivaju 60% 
letalnog ishoda u svetu. Na patogenezu ovih oboljenja utiču metabolički procesi koji zavise 
od biljnih metabolita: metabolizam glukoze, hronična inflamacija, povedana delijska 
oksidacija i hronična endotoksemija (Thomson i Thomson, 2010).  
 
Slika 1.   Integracija metabolita biljaka i životinja u prevenciju hroničnih oboljenja ljudi 
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2.2. FITOHEMIKALIJE 
 
Lekovita svojstva biljaka poznata su od najranijih vremena ljudske civilizacije. Od 
tada pa sve do današnjih dana biljke su se upotrebljavale kao hrana, lekovi, konzervansi, u 
religiozne svrhe, za ukras, itd. Sve do razvoja hemije, a naročito sinteze organskih molekula 
u XIX veku, izvor farmakološki aktivnih supstanci bile su isključivo biljke (Kujundžid, 2002). 
Veliki broj eksperimenata, radova i studija ističe pozitivnu ulogu voda, povrda, žitarica i 
drugih jestivih biljaka, u preventivi i lečenju mnogih oboljenja kod čoveka (Moyer i sar., 
2002). Takođe, rezultati dobijeni u poslednjih nekoliko godina ukazuju na visok sadržaj 
prirodnih antioksidanasa u biljkama (Keli i sar., 1996; Croft, 1999; Lea i Leegod, 1999). 
Fitohemikalije su sekundarni metaboliti biljaka koji imaju potencijalan pozitivan 
efekat na zdravlje, a nisu esencijalni nutrijenti (Micronutrient Information Center, Linus 
Pauling Institute). Poslednjih decenija su dobile posebno mesto u mnogim ispitivanjima, a 
naročito u istraživanjima antioksidativnih supstanci sa visokim antiradikalskim potencijalom. 
Na slici 2 su prikazane neke od podela fitohemikalija sa izraženim antioksidativnim 
delovanjem (Blasa i sar., 2010).  
 
Slika 2. Različite grupe fitohemikalija sa izraženom antioksidativnom aktivnošdu 
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2.2.1. FENOLNA JEDINJENJA 
  
Fenolna jedinjenja predstavljaju široko rasprostranjenu heterogenu grupu 
sekundarnih biljnih metabolita i jednu od najvažnijih klasa prirodnih antioksidanasa. To su 
supstance koje u strukturi imaju jedan ili više aromatičnih prstenova sa jednom ili više 
hidroksilnih grupa i obično se dele na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, kumarine i 
tanine (Liu, 2004). Ove supstance se mogu nadi u slobodnom obliku ili češde u obliku 
glikozida sa različitim šedernim ostacima ili u obliku kompleksa sa organskim kiselinama, 
aminima, lipidima, ugljenim hidratima i drugim polifenolnim jedinjenjima. Za biološku 
aktivnost je zaslužan isključivo aglikonski deo molekula. Fenolna jedinjenja u biljkama nisu 
ravnomerno raspoređena na nivou tkiva, delijskom i subdelijskom nivou. Nerastvorni fenoli 
su sastavni deo delijskog zida, dok se rastvorni fenoli nalaze unutar delijskih vakuola. Na 
nivou tkiva, površinski slojevi sadrže vedi nivo fenola od onih koji se nalaze u njihovim 
središnjim delovima. Fenoli delijskog zida, kao što su lignini i hidroksicimetna kiselina, 
povezani su različitim delijskim komponentama. Ova jedinjenja doprinose mehaničkoj 
otpornosti delijskog zida, imaju regulatornu ulogu u rastu i morfogenezi biljke, kao i u 
reakciji na stres i patogene (Naczk, 2004). Akumulacija polifenolnih jedinjenja varira i u 
zavisnosti od fiziološkog stanja biljke, kao rezultat ravnoteže između biosinteze i daljeg 
metabolizma (Macheix i sar., 1990; Harborne, 1994). Brojna istraživanja potvrđuju da je 
koncentracija polifenolnih jedinjenja manja u zrelom plodu, osim kod crvenih plodova kod 
kojih se flavonoidi i antocijani akumuliraju na kraju sazrevanja (Britton, 1983; Macheix i sar, 
1990). 
U biljnim organizmima polifenoli obavljaju niz funkcija koje imaju veliki uticaj na 
ekofiziologiju biljaka: deluju kao antioksidansi, antimikrobni agensi, fotoreceptori, vizuelni 
atraktanti nekih insekata važnih za oprašivanje cvetova, repelenti herbivora ili kao zaštita 
biljnih tkiva od prekomernog UV-zračenja (Pietta, 2000; Fang i sar., 2002; Heim i sar., 2002).  
Kao prirodni izvori polifenolnih jedinjenja u literaturi se najčešde spominju začinsko i 
lekovito bilje, ali izvori mogu biti i drugi prirodni izvori kao što su vode, povrde, seme uljarica, 
žitarice, brojni životinjski i mikrobiološki proizvodi (Naczk i Shahidi, 2006). 
Polifenolna jedinjenja se smatraju vodedim jedinjenjima sa antioksidativnim 
delovanjem. Smatra se da je antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja prvenstveno 
rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonika slobodnim radikalima (npr. u reakciji 
oksidacije lipida) nakon čega nastaju manje reaktivni fenoksil radikali: 
Ph-OH + ROO˙→ Ph-O˙ + ROOH 
Relativno velika stabilnost fenoksil radikala se objašnjava delokalizacijom elektrona, 
uz postojanje više rezonantnih formi (slika 3). 
 
Slika 3. Stabilizacija fenoksil radikala rezonancijom 
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Stabilizacija fenoksil radikala moguda je i njegovim kuplovanjem sa 
slobodnoradikalskim vrstama karakterističnim za reakcije oksidacije lipida, pri čemu nastaju 
relativno stabilne neradikalske vrste (Duh i sar., 1999). 
Polifenolna jedinjenja u odnosu na antioksidativno delovanje su multifunkcionalna, 
što znači da deluju kao redukujudi agensi, skvenčeri singelton kiseonika, antioksidansi donori 
vodonika, a imaju i osobine heliranja metala (Rice i sar., 1995). Da bi se polifenolna 
jedinjenja definisala kao antioksidansi moraju da zadovoljavaju dva osnovna uslova:  
1. Prvi uslov je da prisutni u malim koncentracijama u substratu mogu da odlože, uspore ili 
spreče delovanje slobodnih radikala (Halliwell i Gutteridge, 1990); 
2. Drugi uslov je da novonastali radikal (radikal nastao nakon delovanja antioksidansa) mora 
da bude stabilan (Shahidi i Wanasudara, 1992).  
Kao što je ved prikazano (slika 2) polifenoli obuhvataju veliku grupu jedinjenja, a u 
biljkama vrste Morus najzastupljenije su fenolne kiseline i flavonoidi. 
 
Fenolne kiseline 
 
Sve delove biljke roda Morus, kada su u pitanju polifenolna jedinjenja, karakteriše 
prisustvo fenolnih kiselina. Fenolne kiseline se mogu podeliti na dve osnovne grupe – 
derivate benzoeve kiseline i derivate cimetne kiseline (slika 4). 
 
a) 
 
Derivati benzoeve kiseline 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Benzoeva kislina H H H 
p-hidroksibenzoeva kiselina H OH H 
Protokatehinska kiselina H OH OH 
Vanilinska kiselina CH3 OH H 
Siringinska kiselina CH3 OH CH3 
Galna kiselina OH OH OH 
b) 
 
 
 
Derivati cimetne kiseline 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Cimetna kiselina H H H 
p-kumarinska kiselina H OH H 
Kafena kiselina OH OH H 
Ferulna kiselina CH3 OH H 
Sinapinska kiselina CH3 OH CH3 
 
 
Slika 4. Struktura fenolnih kiselina: (a) derivati benzoeve kiseline i (b) derivati cimetne 
kiseline 
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Kroz brojna istraživanja antioksidativne aktivnosti fenolnih kiselina dokazana je 
povezanost hemijske strukture jedinjenja sa aktivnošdu. Antioksidativna aktivnost raste sa 
povedanjem broja hidroksilnih grupa, pa derivati dihidroksibenzoeve kiseline imaju vedu 
antioksidativnu aktivnost u odnosu na derivate hidroksibenzoeve kiseline. Galna kiselina, 
kao 3,4,5-trihidroksi benzoeva kiselina, ima jače antioksidativno delovanje od derivata 
dihidroksibenzoeve kiseline, što je u skladu sa prethodnom tvrdnjom, i smatra se 
benzoevom kiselinom sa najjačim antioksidativnim delovanjem. Monohidroksibenzoeve 
kiseline sa hidroksilnom grupom u orto i para položaju ne pokazuju antioksidativnu 
aktivnost, odnosno nemaju osobinu H-donora. Za razliku od njih m-hidroksibenzoeva 
kiselina poseduje antioksidativnu aktivnost. Inkorporacija metilenske grupe između 
aromatičnog prstena i karboksilne grupe smanjuje uticaj karboksilne grupe, čime se gotovo 
udvostručuje antioksidativna aktivnost (Rice i sar., 1995).  
U najčešde prisutne fenolne kiseline roda Morus ubrajaju se galna kiselina, 
protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska, hlorogenska, p-kumarinska, siringinska, 
ferulna i m-kumarinska kiselina. Najzastupljenija kiselina u svim ispitanim uzorcima listova 
duda bila je hlorogenska kiselina, u pojedinim vrstama roda Morus i do 0,1% u odnosu na 
ukupan sadržaj ekstrakta (Ercisli, 2008; Memon, 2010). Sadržaj fenolnih kiselina zavisi i od 
dela stabla i vrste koji se ispituje, u plodu Morus nigra najzastupljenija je protokatehinska, 
dok je u plodu Morus leavigata to galna kiselina (Memon, 2010). Sadržaj fenolnih kiselina u 
ekstraktima varira i u zavisnosti od metode ekstrakcije i ekstragensa koji se primenjuje. 
Određena istraživanja ukazuju da se najvedi prinosi fenolnih kiselina iz lista i ploda duda 
mogu izdvojiti primenom 80% metanola kao rastvarača (Memon, 2010). Takođe, prema 
Gerasopoulos i sar. (1997) i Zadernowski i sar. (2005) na razlike u sadržajima fenolnih 
kiselina u različitim vrstama roda Morus utiču i uslovi okoline, tip zemljišta i klima, pri kojima 
je biljka uzgajana. 
 
Flavonoidi 
 
Flavonoidi predstavljaju najznačajniju grupu fenolnih jedinjenja. Osnovni strukturni 
skelet flavonoida čine 15 atoma ugljenika u osnovnoj C6-C3-C6
 
strukturi, od kojih devet 
pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom 
C), a ostalih šest ugljenikovih atoma čine benzenski prsten B povezan sa benzopiranskim 
prstenom na poziciji C-2 (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, flavani i antocijanidini), 
na poziciji C-3 (izoflavoni) i na poziciji C-4 (neoflavoni) (slika 5).  
 
Slika 5. Osnovna struktura flavonoida   
 
U prirodi se najčešde sredu jedinjenja sa hidroksilnim grupama u C-3’ i C-4’ položaju i 
nešto manje sa jednom hidroksilnom grupom u položaju C-4’. Šederna komponenta 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
12 
 
flavonoida je najčešde vezana u položaju C-3 i ređe u položaju C-7. Kao šederna komponenta 
najčešde se javlja glukoza, a ređe galaktoza, ramnoza i ksiloza (Hermann, 1989). 
Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su brojnih modifikacija 
njihovih osnovnih struktura, kao što su: dodatne hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih 
grupa, dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata i glikolizacija hidroksilnih grupa 
(nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida). Flavonoidi su 
rasprostranjeni u svim zelenim biljkama, a nađeni su i u nižim organizmima. Najzastupljeniji 
flavonoidi u biljkama prikazani su na slici 6. Najrasprostranjeniji su flavonoli, koji imaju oko 
200 - 300 poznatih aglikona, i flavoni. Kvercetin, kampferol i miricetin su najzastupljeniji 
flavonoli, a od flavona najpoznatiji su luteolin i apigenin. Halkoni, auroni, flavanoni, 
dihidrohalkoni i izoflavoni se pojavljuju mestimično i u manjem broju biljnih vrsta. Flavanoni 
i izoflavoni su bezbojni, dok halkoni i auroni predstavljaju žute cvetne pigmente (Tumbas, 
2010). 
 
Flavoni 
 
Jedinjenje 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Apigenin H OH H 
Luteolin OH OH H 
 
Flavonoli 
 
Jedninjenje 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Kamferol OH H H 
Kvercetin OH OH H 
Miricetin OH OH OH 
 
Izoflavoni 
 
Jedinjenje 
Supstituenti 
R1 
Daidžein H 
Genistein OH 
Flavan-3-oli 
 
Jedinjenje 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Katehin OH OH H 
Galokatehin OH OH OH 
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Flavanoni 
 
Jedinjenje 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Naringenin H OH H 
Eriodiktiol OH OH H 
Hesperetin H OCH3 OH 
 
 
Slika 6. Hemijska struktura nekih biljnih flavonoida 
 
Utvrđeno je da su flavonoidna jedinjenja efikasni skevindžeri superoksid anjon i 
peroksil radikala, da imaju inhibitorni efekat na proces lipidne peroksidacije, kao i 
sposobnost heliranja metala. Kao i u slučaju fenolnih kiselina, antioksidativno delovanje 
jedinjenja ove grupe zavisi od strukturnih karakteristika.  
Dokaz protektivnog delovanja flavonoida in vivo su epidemiološka istraživanja 
holandskih naučnika koja pokazuju da su koronarne bolesti i dnevni unos flavonoida obrnuto 
proporcionalni (Hertog i sar., 1993). Zahvaljujudi skevindžer aktivnosti hidroksil radikala 
utvrđeno je da flavonoidi, kao i gotovo sva ostala fenolna jedinjenja, poseduju veliki broj 
bioloških aktivnosti: vazodilatatorno, antikancerogeno, antibakterijsko, antiinflamatorno, 
antialergijsko, antivirusno, imunostimulatorno, itd. (Brown, 1980; Ho i sar., 1992; Middelton 
i Kandaswami, 1992). 
U listovima M. alba istraživanja Katsube i sar. (2006) navode kvercetin 3-(6-malonil 
glukozid), rutin, izokvercetin i astragalin kao četiri glavna flavonolna glukozida koja su 
identifikovana kao važni LDL antioksidansi. U plodovima belog duda poreklom iz Kine 
dokazano je prisustvo rutina, morina, kvarcetina i miricetina (Yang, 2010), dok su u 
plodovima divljeg crnog duda poreklom iz Brazila identifikovani pelargonin i kvercetin 
(Hassimotto, 2006). Ispitivanja kore duda ukazuju na prisustvo flavonoida: rutina, 
izokvercetina i morina, kao i derivata moralbanona: kuvanona S (eng. kuwanon S), 
malberozida C (eng. mublerrozid C), ciklomorusina, eudraflavona B hidroperoksida, 
oksihidromorusina, lakhianona G i α-acetil-amirina, sa izrazitom antivirusnom aktivnošdu 
(Du, 2002) . 
 
Antocijani  
 
Grupu fenolnih jedinjenja čine i antocijani i antocijanidini koji su metabolički produkti 
flavanona. Antocijani su glikozidi antocijanidina, flavonoida koji su zaslužni za plavu, 
ljubičastu i crvenu boju voda i povrda. Osnovna struktura antocijana je 2-fenilbenzopirilijum 
ili flavilijum katjon (slika 7). 
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Jedinjenje 
Supstituenti 
R1 R2 R3 
Pelargonidin H H H 
Cijanidin OH H H 
Delfinidin OH OH H 
Petunidin OCH3 OH H 
Malvidin OCH3 OCH3 H 
 
Slika 7. Osnovna struktura antocijana 
 
Svi antocijanidini imaju hidroksilnu grupu na položaju 3 C prstena, a vedina 
antocijana su penta- ili heksa-supstituisani, pri čemu se supstituenti (hidroksilna ili metoksi 
grupa) nalaze u položajima 5 i 7 A prstena, i 3’, 4’ i 5’ B prstena. Na osnovu broja i položaja 
hidroksilnih grupa u B prstenu razlikuju se tri osnovna jedinjenja antocijana: pelargonidin, 
cijanidin i delfinidin, a metilovanjem ovih hidroksilnih grupa nastaju: peonidin, petunidin i 
malvidin. Sve je vedi interes za izolovanje i upotrebu antocijana, ne samo zbog toga što su 
oni netoksični prirodni pigmenti, rastvorni u vodi i mogu zameniti sintetičke boje, ved i zbog 
njihovih bioaktivnih osobina (Tumbas, 2010). Ekstrakti bogati antocijanima su se koristili za 
lečenje hipertenzije, pireksije, oboljenja jetre, dezenterije, dijareje, infekcija urinarnog trakta 
i kamena u bubregu (Isabelle, 2008; Butt, 2008; Ozgen, 2009; Wu, 2011). 
Bobičasto vode je poznato po visokom sadržaju antocijana, odakle i potiče veliki broj 
istraživanja i dokazivanja prisustva antocijana u plodovima vrste Morus. Cijanidin-3-glukozid 
i cijanidin-3-rutinozid su izolovani iz plodova duda (Bae, 2006; Chen, 2006), Du i saradnici su 
identifikovali 2008. godine derivate cijanidin-3-glukozida u plodu belog duda (slika 8). 
Prisustvo antocijana autori su povezali i sa antioksidativnom aktivnošdu ekstrakata roda 
Morus (Isabelle, 2008; Butt, 2008; Ozgen, 2009; Wu, 2011). Veliki broj istraživanja je baziran 
i na ispitivanju faktora koji utiču na stabilnost antocijana i dokazano je da utiču: struktura - 
prisustvo šedera vezanih glikozidnim vezama i/ili kiseline koje aciluju šeder, pH vrednost, 
temperatura, svetlost, prisustvo metala, kiseonika, itd (Nielsen, 2003; Hojjatapanah, 2011; 
Wu, 2011).  
 
 
 
 
 
 
Jedinjenje 
Supstituent 
R1 R2 
Cijanidin-3-glukozid OH Glukopiranozid 
Cijanidin-3-rutinozid OH Rutinozid 
Pelargonidin-3-glukozid H Glukozid 
 
Slika 8. Strukturna formula dominantnih antocijana u vrstama roda Morus 
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Stilbeni 
 
Stilbeni imaju osnovnu molekulsku strukturu C6-C2-C6 (slika 9). Dominantno 
jedinjenje u grupi stilbena je resveratrol. Stilbeni su u biljkama efikasna odbrana od gljivica. 
Poseban značaj stilbena je njihovo svojstvo da zadržavaju antifungalno delovanje i u 
organizmu čoveka. Oni su i snažni antioksidansi i po nekim istraživanjima ispoljavaju 
antikancerogeni efekat (Bertelli i sar, 1998).  
 
Slika 9. Osnovna hemijska struktura stilbena  
 
U listu i plodu belog duda Kim i saradnici (2008) su identifikovali i kvantifikovali 
dominantne stilben glikozide: malberozid A, cis-mulberozid A i resveratrol-4,3’-di-O-β-
glukopiranozid. Dve godine kasnije dokazano je prisustvo (Piao i sar., 2010) pet stilben 
glikozida u kori i korenu duda (M. alba): malberozida A, cis-malberozida A, resveratrol-4,3’-
di-O-β-glukopiranozida, oksiresveratrol-2-O-β-D-glukopiranozida i oksiresveratrol-3’-O-β-D-  
-glukopiranozida (slika 10). Prisustvo flavonoida i stilben glikozida zajedno sa resveratrolom i 
maklurinom povezuje se i sa inhibiticijom tirozinaze (Chang, 2011).   
 
         a)                                             b)                                                        c) 
 
 
Slika 10. Hemijska struktura nekih identifikovanih stilben glikozida: a) muretozid A,   
b) resveratrol-4,3’-di-O-β-glukopiranozid i c) oksiresveratrol-3’-O-β-D-glukopiranozid 
 
 
2.2.2. KAROTENOIDI 
 
Karotenoidi su polinezasideni ugljovodonici sastavljeni od izoprenskih jedinica. 
Strukturna formula karotenoida sadrži znatan broj konjugovanih dvostrukih veza, a 
najznačajniji su α- i β-karoten, lutein, likopen i β-kriptoksantin (Thurnham, 1994). U 
životinjskim tkivima, zbog lipofilnosti, karotenoidi se distribuiraju u nepolarne delove, 
uključujudi membrane, lipoproteinske čestice (Low Density Lipoproteins, LDL i High Density 
Lipoproteins, HDL) i serume, povezane sa transportom proteina (IOM, 1998). Epidemiološki 
podaci ukazuju na pozitivnu korelaciju ishrane bogate karotenoidima i manjom 
zastupljenošdu hroničnih oboljenja ljudi. Ljudi ne sintetišu karotenoide i stoga ih moraju 
unositi kroz hranu ili putem fitopreparata. Najvažnija fiziološka funkcija karotenoida je 
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provitaminska, jer je β-karoten prekursor vitamina A i na taj način utiče na zdravlje epitelnih 
delija, normalnu reproduktivnu sposobnost i vizuelnu funkciju (Combs, 1998). 
Karotenoidi poseduju izraženu antioksidativnu aktivost. Osim toga karotenoidi, 
posebno β-karoten, ispoljavaju različite biološke funkcije u organizmu, kao što su pomenute 
provitaminske i antioksidativne, delijske „komunikacije“, poboljšanje imunološkog sistema, 
zaštita od UV zračenja i sl. Veliki broj studija je svoju pažnju usmerilo na dokazivanje funkcija 
β-karotena, dokazano je i da smanjuje rizik od određenih vrsta kancera i efikasno deluje u 
prevenciji koronarnih oboljenja i odličan je u prevenciji svih bolesti povezanih sa 
oksidativnim stresom (Krinsky 2001, Su i sar, 2002, Yeum i sar, 2002). 
 
 
 
 
Slika 11. Strukturna formula a) β-karotena i b) luteina 
 
Prisustvo karotenoida u plodovima roda Morus je objavljeno u radu Isabelle i sar. 
(2008) koji su dokazali prisustvo β- karotena, luteina, neoksantina i violaksantina u 
plodovima vrste Morus atropurourea Roxb. β-karoten i lutein i (slika 11) su se izdvojili kao 
dominantne komponente, preko 94,2% u odnosu na ukupan sadržaj karotena (Isabelle i sar, 
2008). Takođe, i u listu duda je dokazano prisustvo devet karotenoidnih jedinjenja, od kojih 
su dominantna pomenuta dva (β-karoten i lutein) (Uzakova i sar., 1987). 
 
 
2.2.3. STEROLI 
 
Steroli su visokomolekularni ciklični alkoholi, grupa jedinjenja sa osnovnom 
strukturom ciklopentanofenantrena, koji se sastoji od četiri kondenzovana prstena sa 17 
ugljenikovih atoma. Fitosteroli je zajednički naziv za biljne sterole i stanole, koji imaju sličnu 
stukturu kao holesterol, a razlikuju se samo u bočnim grupama lanca. Najpoznatiji biljni 
steroli su: sitosterol, kampesterol, ergosterol i stigmasterol. Ishrana koju karakteriše 
povedan unos fitosterola može snižavati nivo ukupnog holesterola i lipoproteina niske 
gustine (LDL) kod ljudi (Miettinen i sar., 1995). Fitosteroli, najverovatnije, povedavaju 
aktivnost enzima reduktaze, koji je potreban za proizvodnju holesterol receptora ili deluju 
na taj način što sprečavaju apsorpciju holesterola (Heinemann i sar., 1993). Utvrđeno je da 
biljni steroli imaju pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje. Smatra se da ove aktivne komponente 
a) 
b) 
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poseduju antidijabetičko i antiaterosklerozno delovanje, utiču na smanjenje nivoa 
holesterola u serumu, a značajni su i u prevenciji raka debelog creva (Piironen i sar., 2000). 
Brojna naučna istraživanja pokazuju da ergosterol i njegovi produkti peroksidacije doprinose 
zdravlju u smislu smanjenja bola koji je izazvan zapaljenskim procesima, učestalosti 
kardiovaskularnih bolesti, a poseduju antimikrobno i antitumorno delovanje (Suqin i sar., 
2010). 
 
 
Jedinjenje Supstituent, R 
Kampesterol 
 
Sitosterol 
Stigmasterol 
 
Slika 12. Strukturne formule fitosterola 
 
U ekstraktima lista dobijenih od pet različitih vrsta roda Morus uzgajanih u Gruziji 
dokazano je prisustvo fitosterolnih jedinjenja. Dominantna komponenta u ekstraktima lista 
duda (M. alba Linn., M. alba tatarica, M. kagayamae Koidz. i M. bombyscis Koidz.) je 
sitosterol (slika 12), koja varira u udelu od 54 do 68% u odnosu na ukupan sadržaj svih 
fitosterola (Zambakhidze i sar, 2005). Manje zastupljena jedinjenja u ispitanim uzorcima su 
kampesterol i sitosterol, čiji se udeo u ekstraktima krede od 2 do 3% (Ito i sar., 1964; 
Zambakhidze i sar, 2005). 
 
 
2.2.4. MIKRO-, MAKRO- I TOKSIČNI ELEMENTI 
 
Širom sveta postoji sve vede interesovanje i za minerale kao konstituente biljaka 
(Ozcan i sar., 2004). Mnogi elementi utiču i na sekundarni metabolizam biljaka i samim tim 
na produkciju biološki aktivnih jedinjenja (Sykorova i sar., 2009). Uopšteno, čoveku su u toku 
jednog dana potrebne količine pojedinih sastojaka koje se kredu u rasponu od grama do 
pikograma. Makrosastojci (proteini, ugljeni hidrati i lipidi) ulaze u sastav strukturnih i 
funkcionalnih komponenti delija i izvor su energije. Mikrosastojci (vitamini i minerali) su 
komponente enzima i kofaktora koji su neophodni za metaboličke procese. Minerali su 
neophodni u ishrani za normalno odvijanje metaboličkih funkcija, transmisiju nervnih 
impulsa, pravilno formiranje kostiju, regulaciju balansa vode i soli (Kalac i Svoboda, 2000).  
Elementi koji se nalaze u organizmu uopšteno dele se na makroelemente, 
mikroelemente i ostale. 
1. Makroelementi ili makrokonstituenti su elementi koji su neophodni u relativno 
velikim količinama za normalno funkcionisanje fizioloških procesa ljudskog organizma. 
Makroelementi (glavni elementi) su: H, C, O, Na, Mg, P, S, Cl, K i Ca. 
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2. Mikroelementi, mikronutritijenti ili “trace elements”, su esencijalni sastojci hrane 
neophodni za normalno funkcionisanje organizma, a potrebni su u vrlo malim količinama. 
Mikroelementi (elementi u tragu, esencijalni elementi) su: Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo i J. 
3. Grupu drugih elemanata čine F, Si, V, Ni i Sn koji se nalaze u tragu i mogu da budu 
esencijalni.  
 
Esencijalni elementi (hrom, mangan, gvožđe, kobalt, bakar, cink, selen, molibden i 
jod) su metali, izuzev joda, i neohodni su organizmu kako za rast, tako i za održavanje 
zdravlja i života. Deficit nekog od ovih elemenata dovodi do funkcionalnog poremedaja. 
Često se radi o tome da se javlja funkcionalni poremedaj metaloenzima koji sadrži takav 
metal kao svoj integralni deo ili metal sudeluje kao aktivator enzima. Na slici 13 prikazan je 
jednostavan model koji ilustruje odnos između koncentracije esencijalnog sastojka u tkivu i 
zavisnosti biološke funkcije. Ako dođe do smanjenja koncentracije nekog elementa dolazi do 
izmenjene biološke funkcije (deficita elementa), a ako se poveda iznad određene 
koncentracije isti element ima toksično dejstvo. Svaki element ima svoju karakterističnu 
krivu zavisnosti. 
 
Slika 13. Zavisnost između unete koncentracije elementa i njegove biološke funkcije 
 
Proteklih decenija došlo do pomeranja granica detekcije analitičkih metoda, pa je 
lista elemenata koji se nalaze u tragovima, esencijalnih za čoveka ili životinje proširena. Iz 
ovog razloga kompletne liste esencijalnih elemenata u tragu su kontraverzne, a nisu 
prihvadeni ni sveobuhvatni kriterijumi. Na slici 14 prikazani su elementi koji su esencijalni za 
čoveka i životinje. Svi makro- i mikroelementi (osenčeni na slici 14) esencijalni su za čoveka, 
sa izuzetkom nikla, vanadijuma, arsena i silicijuma koji su esencijalni za životinje. U humanim 
tkivima se nalaze i aluminijum, kadmijum, olovo i živa koji nisu esencijalni, ved toksični 
(Majkid-Singh, 2000). 
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Slika 14. Hemijski elementi koji se mogu smatrati esencijalnim za čoveka i životinje 
 
Gotovo svi mikro- i makroelementi koji se mogu nadi u delovima duda su uključeni u 
normalno funkcionisanje biološkog sistema i pozitivno deluju na određena fiziološka stanja. 
Utvrđeno je prisustvo 10 elemenata od kojih je K dominantan, a zatim slede N, P, Ca, Mg, 
Na, Fe, Mn, Zn i Cu (Ercisli i Orhan, 2007; Lin i sar., 2009; Lin i Lai, 2009; Imran i sar., 2010; 
Yang i sar., 2010). Gvožđe je u značajnoj količini prisutno u vrsti M. nigra. Visok nivo Fe je od 
velikog nutritivnog značaja, naročito u onim delovima sveta gde su anemija i nedostatak Fe 
relativno česte pojave (Imran i sar., 2010).  
Kalijum je neophodan za održavanje kiselo-bazne ravnoteže i osmotskog pritiska u 
organizmu. Ima presudnu ulogu u prenošenju nervnih impulsa pri kontrakciji mišida 
(naročito srčanog) bududi da povedava razdražljivost mišida i nervnih delija. Takođe je 
značajan za metabolizam ugljenih hidrata, ostvarenje membranskog transporta i održavanje 
razlika potencijala kroz delijsku membranu (Veljkovid i Vučkovid, 2010). Dnevne potrebe za 
kalijumom iznose 590 mg, a mogu biti i vede. Nedostatak kalijuma izaziva hipertenziju, 
srčanu aritmiju, mišidnu slabost, smanjenu pokretljivost creva, mučninu, pospanost, 
letargiju, itd. Višak kalijuma se izlučuje preko zdravih bubrega. Ukoliko višak kalijuma, iz 
nekog razloga, ne može da se izluči iz organizma, može izazvati smetnje u sistemu srca.  
Natrijum zajedno sa kalijumom služi za prenos nervnih impulsa, održava tonus mišida 
i utiče na propustljivost membrane. Manjak natrijuma u organizmu izaziva pad krvnog 
pritiska, dovodi do opšte slabosti organizma i gubitka apetita (Veljkovid i Vučkovid, 2010). 
Kalcijum je osnovni konstituent kostiju i zuba, ali ima i izuzetno važne uloge u krvnoj 
plazmi i delijskim membranama. Nedostatak kalcijuma izaziva rahitis kod dece, a kod 
odraslih dovodi do osteomalacije (razređenja koštane mase) i osteoporoze (Hathcock, 2004).  
Magnezijum je četvrti mineral po količini prisutan u telu i ima bitnu ulogu u velikom 
broju biohemijskih i fizioloških procesa u organizmu. Dokazano je da je neophodan za 
normalno  funkcionisanje oko 300 različitih enzima (Shils, 1999). Oko 50% magnezijuma 
nalazi se u kostima. Druga polovina se nalazi u ostalim tkivima i organima. Oko 1% 
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magnezijuma nalazi se u krvi. Magnezujum omogudava normalno funkcionisanje mišida i 
nervnog sistema, podržava imunitet, čini kosti snažnim i omogudava odvijanje normalnog 
srčanog ritma. Kliničke posledice nedostatka magnezijuma uključuju različite neurološke i 
neuromišidne znake kao što su grčevi, premori i izmenjeni refleksi mišida. Takođe, 
nedostatak utiče na aritmije, a može uticati i na infarkt miokarda (Shils, 1999). Smatra se da 
reguliše i nivo šedera u krvi i da utiče na krvni pritisak (Saris i sar., 2000). Epidemiološka 
istraživanja pokazuju da magnezijum igra značajnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska (IOM, 
1999). Magnezijum se smatra protektivnom komponentom kod diabetesa tipa II. Igra bitnu 
ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata. Ova aktivnost utiče na oslobađanje i delovanje 
insulina, hormona koji kontroliše nivo šedera u krvi. Nizak nivo magnezijuma u krvi često se 
srede kod osoba obolelih od diabetesa (Kobrin i Goldfarb, 1990). Poznat je antistresni 
mineral. Magnezijum doprinosi zdravlju kardiovaskularnog sistema i pomaže u prevenciji od 
srčanih napada. U kombinaciji sa kalcijumom deluje kao prirodno sredstvo za umirenje. 
Mnoga istraživanja pokazuju da su visok nivo magnezijuma u krvi i mali rizik od koronarnih 
bolesti povezani. Takođe se smatra da visok dnevni unos magnezijuma u organizam 
smanjuje rizik od moždanog udara (Ascherio i sar., 1998).  
Litijum je u tkivima i telesnim tečnostima prisutan u maloj količini i teško difundije 
kroz delijske membrane (Veljkovid i Vučkovid, 2010). Ima značajnu ulogu u održavanju 
konstantnog odnosa kalijuma i natrijuma u organizmu, ali i za ostvarivanje funkcija nekih 
enzima (heksokinaza, piruvat kinaza i dr.) 
Gvožđe ulazi u sastav hemoglobina, mioglobulina i respiratornih enzima, i jedan je 
od najvažnijih oligoelemenata. Neophodan je sastojak važnih enzima i koenzima 
(peroksidaze, citohrom) (Tasid i sar., 2004). Gvožđe može da vrši inhibiciju oksidacije LDL na 
endotelnim delijama, a time ima zaštitnu ulogu u procesima oksidativnog oštedenja delije 
(Thompson i sar., 1991). Osim toga, povedava otpornost prema bolestima, sprečava zamor i 
anemiju.  Smanjena količina gvožđa ogleda se u izraženom zamoru, slabom apetitu i 
smanjenoj otpornosti organizma (Veljkovid i Vučkovid, 2010). Od unete količine gvožđa 
organizam apsorbuje samo 10%.  
Cink je esencijalni sastojak biomembrana i neophodan je za njihovo održavanje i 
funkciju. Potreban je za normalan metabolizam proteina i ugljenih hidrata, funkcionisanje 
žlezda (prostate), kao i za mnoge druge biološke funkcije. Najnovija istraživanja pokazuju 
njegovu važnu ulogu u funkcionisanju mozga, zbog čega se primenjuje u lečenju mentalnih 
poremedaja (npr. šizofrenije). Potreban je za sintezu DNK, a ima veliku ulogu u razvoju i 
funkcionisanju organa za reprodukciju. Cink je esencijalni oligoelement značajan za 
stabilizaciju membrana i aktivnost metaloenzima. Do sada je otkriveno oko 70 različitih 
metaloenzima koji sadrže cink: karboanhidraza, laktat dehidrogenaza, alkalna fosfataza, 
superoksid-dismutaza, alkohol dehidrogenaza, ali i RNK i DNK polimeraza (Veljkovid i 
Vučkovid, 2010). In vitro ispitivanjima dokazano je da deficit cinka dovodi do oštedenja 
endotelne membrane (Leonhardt i sar., 1997). Smatra se da cink ima protektivno dejstvo u 
održavanju integriteta endotela i da je ovaj efekat u vezi sa aktivacijom citokina u uslovima 
oksidativnog stresa (Tasid i sar., 2004). Cink povedava broj odbrambenih T delija i njihovu 
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efikasnost, pomaže u lečenju neplodnosti, čira na želucu, ubrzava zarastanje rana. Smatra se 
da oko 48% globalne populacije ima rizik od nedostatka ovog esencijalnog elementa (Oteiza 
i Mackenzie, 2005).  
Selen je esencijalni mikronutritijent koji je naročito interesantan u medicinskim 
istraživanjima i u poslednje vreme zanimljiv za industriju hrane (Beelman i Royse, 2006). 
Posebno se ističe antioksidativna aktivnost selena koji je neophodan sastojak glutation-
peroksidaze i mišidnog citohroma, što mu daje poseban značaj u uslovima oksidativnog 
oštedenja, posebno kancerogeneze i kardiovaskularnih oboljenja. Glutation-peroksidaza se 
nalazi u mnogim delijama (eritrociti, leukociti, makrofagi, trombociti i druge), pa nedostatak 
selena može dovesti do brojnih poremedaja (hemolize eritrocita, poremedaja homeostaze, 
edema, peroksidacije kapilarnih membrana, oštedenja jetre). Eksperimentalne studije su 
pokazale da je nedostatak selena u vezi sa kardiomiopatijom, naglom smrti, kao i sniženim 
brojem i funkcijom T-limfocita (Alissa i sar., 2003). Utvrđeno je da su kod bolesnika sa 
akutnim infarktom miokarda značajno niže koncentracije selena u eritrocitima i serumu (Bor 
i sar., 1999). Eksperimentalna i klinička istraživanja pokazuju da je pojava i smrt uzrokovana 
kancerom pluda, kolorektalnim kancerom i kancerom prostate mnogo manja kod osoba koje 
imaju visok dnevni unos selena (Russo i sar., 1997; Knekt i sar., 1998; Shamberger, 1985). 
Naučnici pretpostavljaju da selen utiče na kancer na dva načina. Kao antioksidans selen 
deluje protektivno u odnosu na oštedenja koja mogu da prouzrokuju slobodni radikali. Selen 
može da uspori rast kancera. Drugo delovanje selena vezuje se za određene produkte 
razlaganja preko kojih deluje na povedanje i poboljšanje imuniteta organizma (Combs i sar., 
2001). Selen spada u grupu antioksidanasa koji mogu pomodi u smanjenju oksidacije LDL 
holesterola (oksidovana forma proteina niske gustine) i time pomodi u prevenciji koronarne 
arterijske bolesti (Neve, 1996). 
Mangan ima ulogu u metabolizmu masti, izgradnji kostiju, vezivnom tkivu, 
proizvodnji energije i sintezi nukleotida DNK. Kod osoba kod kojih postoji deficit gvožđa 
može dodi do povedane resorpcije mangana, što za posledicu može imati i intoksikaciju. 
Povedana količina mangana se primeduje po gubitku apetita, pospanosti i bolovima u 
mišidima, a često i halucinacijama. Bakar je tek 1964. godine stavljen na listu elemenata koje 
je neophodno unositi hranom ili kao dodatak ishrani. Nedostatak bakra ima za posledicu 
anemiju, depigmentaciju kose i deformaciju kostiju. Nikl je element čija uloga još uvek nije u 
potpunosti proučena. Poznato je da je stimulator stvaranja krvi, kao i da pomaže funkciji 
pankreasa pri stvaranju insulina (Veljkovid i Vučkovid, 2010).  
Potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata su prikazane u tabeli 3. 
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Tabela 3. Potrebne dnevne doze nekih mikro- i makroelemenata 
Element RDI1 DRI2 UL3 
Ca 1.000 mg 1.300 mg 2.500 mg 
Fe 18 mg 18 mg 45 mg 
Mg 400 mg 420 mg 350 mg* 
Zn 15 mg 11 mg 40 mg 
Se 70 µg 55 µg 400 µg 
Co 2 mg 0,9 mg 10 mg 
Mn 2 mg 2,3 mg 11 mg 
1
Referentni dnevni unos (RDI - Reference daily intake) propisan od strane FDA (Food and Drug 
Administration) 
2
Dijetetski referentni
 
unos (DRI - Dietary Reference Intakes) propisan od strane Food and Nutrition 
Board of the Institute of Medicine 
3
Dozvoljena gornja granica unosa (UL - Upper Limit) 
*gornja granica unosa za Mg koja se odnosi isključivo na unos kroz dijetetske suplemente ili 
farmaceutske proizvode 
 
Posebna grupa elemenata su teški metali, elementi sa gustinom vedom od 5 g/cm3. 
Teški metali koji su najčešde pradeni u namirnicama, lekovima ili dodacima ishrani su: olovo, 
živa, kadmijum i arsen. Olovo se skladišti u kostima i manjim delom u jetri, bubrezima i 
mekim tkivima. Trovanje olovom utiče na funkciju mozga i nervnog sistema, smanjuje 
stepen inteligencije, mod zapažanja i pamdenja. Najteži oblici izazivaju smrt. Živa je toksična 
i kao elementarna i u svim svojim jedinjenjima. Simptomi trovanja javljaju se u organima za 
varenje, a zatim u nervnom sistemu. Visoka doza kadmijuma u bubrezima izaziva oštedenje 
tkiva bubrega, utiče na nastanak kamenca u bubrezima i povedanje pritiska. Kadmijum utiče 
na strukturu kostiju dovodedi do njihove deformacije. Čest je uzrok anemije, oštedenja srca i 
bubrega, a i kancerogen je. Arsen je manje toksičan od ostalih teških metala. Arsen koji je 
vezan u organskim jedinjenjima (As5+) i elementarni arsen nisu toksični za razliku od 
neorganskog trovalentnog arsena (As3+). Akumulira se u telu, posebno u kosi, koži i nekim 
unutrašnjim organima. Trovanje arsenom izaziva opadanje kose, dermatitis i probleme 
organa za varenje, zatim premorenost, glavobolju, zbunjenost, psihološke probleme i 
određene promene na jetri i bubrezima (Jakšid, 2010, Švarc-Gajid, 2009). 
 
 
2.2.5. MASNE KISELINE 
 
Lipidi imaju značajnu ulogu u funkcionisanju čovekovog organizma, jer utiču na 
funkcionisanje hormona ili su njihovi prekursori, pomažu u procesu digestije i jedni su od 
osnovnih konstituenata u metabolizmu energije. Takođe, lipidi predstavljaju osnovne 
strukturne i funkcionalne komponente biomembrana (Burtis i Ashwood, 1996). Osnovne 
strukturne jedinice koje izgrađuju lipide su masne kiseline. Masne kiseline se dele na 
zasidene (saturated fatty acids, SFA) i nezasidene masne kiseline (unsaturated fatty acids, 
UFA). Postoji i podela nezasidenih masnih kiselina na zasidene masne kiseline sa jednom 
nezasidenom vezom (monounsaturated fatty acids, MUFA) i višestruko nezasidene masne 
kiseline (polyunsaturated fatty acids, PUFA).  
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Ljudski organizam nije sposoban da sintetiše one masne kiseline koje na delu 
alkalnog lanca od desetog ugljenikovog atoma, računajudi od karboksilne grupe i krajnje 
metil grupe, imaju nezasidene veze. Takve kiseline se nazivaju i esencijalne masne kiseline i 
usled nemogudnosti organizma da ih sam sintetiše moraju se unositi putem hrane ili 
fitopreparata. Esencijalne masne kiseline pripadaju grupi polinezasidenih masnih kiselina sa 
18, 20 i 22 ugljenikova atoma i sadrže dve do šest dvostrukih veza. Bitne su za organizam jer 
imaju nekoliko važnih funkcija:  
 služe kao izvor energije,  
 gradivni su elementi fosfolipida, strukturnih elemenata delijskih membrana, 
 sastojci su lipoproteina krvne plazme i 
 prekursori su važnih jedinjenja sa hormonskim dejstvom, kao što su 
prostaglandini, leukotrieni, tromboksani (Dimid, 2005). 
 
U ishrani supstitucija zasidenih masnih kiselina nezasidenim je veoma značajna, pošto 
takva ishrana dovodi do povedanja HDL (“dobrog” holesterola), odnosno do smanjenja LDL 
(“lošeg” holesterola) i triglicerida (Isang i Zhang 2007). Ova supstitucija izuzetno je značajna 
jer je dokazano da je ishrana bogata zasidenim masnim kiselinama povezana sa povedanjem 
bolesti kardiovaskularnog sistema, ateroskleroze i koronarne bolesti srca (Wang i sar., 2003). 
Unos polinezasidenih masnih kiselina je neophodan i iz razloga neophodnosti sinteze 
polinezasidenih masnih kiselina dugačkog lanca, kao što su eikosapentaenska i 
dokosaheksaenska kiselina, koje su prekurskori hormonskih supstanci koje regulišu različite 
biohemijske procese u organizmu (Dimid, 2005).  
Nezasidene masne kiseline koje pripadaju grupi omega-6 i omega-3 masnih kiselina 
imaju značajno biološko delovanje i u malim koncentracijama. One su prekursori biosinteze 
eikozanoida (prostaglandina). Ove značajne komponente između ostalog kontrolišu mnoge 
sisteme u humanom organizmu i utiču pozitivno na aterosklerozu, kardiovaskularne bolesti, 
nivo triglicerida, krvni pritisak, artritis, pojavu astme, kao i mnoge druge bolesti (Lawrence, 
2010). Omega masne kiseline poseduju i antiinflamatorno, antitrombotičko, antiaritmičko i 
vazodilatatorno delovanje, a deluju i na diabetes tip II, ulcerozni kolitis, Kronovu bolest 
(Voet i Voet, 2004).   
Mali broj dosadašnjih istraživanja je baziran na utvrđivanju sadržaja masnih kiselina 
vrsta Morus. Ercisli i Orhan (2007, 2008) su određivali sadržaj masnih kiselina u plodovima 
vrste M. alba, M. nigra i M. rubra, i ustanovili sadržaj masnih kiselina po opadajudem 
redosledu C18:2, C16:0, C18:1, C18:0 i C14:0. Zavisnost sadržaja masnih kiselina u plodovima 
crnog duda u odnosu na genotip istraživali su Elmaci i Altrug (2002), koji su takođe 
identifikovali linolnu kiselinu (slika 15) kao dominantnu.  Slični rezultati su pokazani i u 
studiji ispitivanja ulja dobijenog iz semena ploda crnog duda (Gecgel i sar., 2011). 
Nezasidena masna kiselina sa visokim udelom u svim dosadašnjim studijama je linolna 
kiselina, koja je esencijalna masna kiselina za ljudski organizam i potrebna je za formiranje 
delijskih membrana, vitamina D i različitih hormona (Watkins, 2005; Simopoulos, 2002; Innis, 
1996). Nedostatak ove kiseline povezuje se sa nizom disfunkcija u organizmu (dermatitis, 
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opadanje kose, delavost, imunosupresija i srčana disfunkcija) (Lawrence, 2010). Kiselina koja 
se takođe nalazi u vedem procentu u ispitanim uzorcima ploda i ulja crnog duda je oleinska 
kiselina (slika 15), koja sa jednom nezasidenom vezom spada u grupu omega-9 masnih 
kiselina. Oleinska kiselina se u velikom udelu nalazi u maslinovom ulju i utvrđeno je da je 
efikasna u smanjivanju nivoa holesterola i prevenciji kardiovaskularnih oboljenja (Dimid, 
2005). 
 
 
Linolna kiselina 
 
 
Oleinska kiselina 
Slika 15. Hemijska struktura linolne i oleinske kiseline 
 
 
2.3. TAKSONOMSKI POLOŽAJ, BIOLOŠKE I HEMIJSKE KARAKTERISTIKE VRSTA RODA Morus 
 
2.3.1. Taksonomija  
 
Taksonomija duda (slika 16) je vrlo složena i 
komplikovana zbog postojanja velikog broja vrsta i podvrsta 
roda Morus. Do sada su registrovane 24 vrste roda Morus i 
jedna podvrsta sa najmanje 100 poznatih varijeteta 
(Hajjatpanah i sar., 2011). Uopšteno dud pripada rodu Morus, 
familiji Moraceae i taksonomija se ogleda u slededoj podeli: 
 
Carstvo: Plantae 
Razdeo: Magnoliophyta 
Klasa: Magnoliopsida 
Red: Rosales 
Porodica: Moraceae 
Rod: Morus 
 
Složenost taksonomije je intenziviran postojanjem sve vedeg broja hibridnih vrsta usled 
popularnosti uzgajanja ove biljne vrste. Vrste koje su opšte prihvadene su: 
 Morus alba L. – eng. white mulberry  
Slika 16. Morus nigra L. 
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 Morus australis Poir. – eng. chinese mulberry  
 Morus celtidifolia Kunth.  
 Morus insignis  
 Morus mesozygia Stapf. – eng. african mulberry  
 Morus microphylla – eng. texas mulberry  
 Morus nigra L. – eng. black mulberry  
 Morus rubra L. – eng. red mulberry. 
 
Vrste koje rastu u Srbiji i koje su predmet istraživanja ove doktorske disertacije su: Morus 
alba L. (beli dud) i Morus nigra L. (crni dud). 
 
 
2.3.2. Geografsko poreklo i rasprostranjenost 
 
Vrste roda Morus pronađene su u različitim klimatskim zonama, od umerenih do 
subtropskih na Severnoj hemisferi i tropskih na Južnoj, a mogu i da rastu u širokom intervalu 
klimatskih i topografskih uslova, kao i na različitim tipovima zemljišta.  
Dud se koristi hiljadama godina i gaji se intenzivno širom sveta, prilagođen je 
širokom prostoru od Azije, Evrope, Severne i Južne Amerike do Afrike. Istorijski je poznat još 
iz radova velikog broja grčkih i rimskih pisaca (Ovidija, Plinija i Vergilija). Spominje se i u 
Bibliji: ''Ako imate veru, malu kao gorušičino zrno možete redi ovom dudu: budi iskorenjen i 
zasađen u moru, i on de vas poslušati'' (Luka 17:6). Smatra se da reč „Morus”, potiče od 
latinske reči „Mora” (kašnjenje), zbog zakasnelog širenja pupoljaka, a drugo objašnjenje je 
da dolazi od keltske reči „mor'' (crno) koja se odnosi na boju ploda. Po nekim izvorima u 
Evropu je dospeo preko Persije, Male Azije, Jermenije i Kavkaza (Gangi, 2010). 
Danas je raširen po celoj Evropi. U zemljama u kojima se najviše uzgaja, naročito u 
azijskim, Indiji i Kini, dud se koristi zbog listova koji služe kao hrana svilenim bubama. U 
jednom broju evropskih zemalja dud se uzgaja više zbog ploda nego zbog lista. Danas je 
Turska lider po organizovanom uzgajanju duda, gde se najviše uzgaja M. alba (95%), zatim 
M. rubra (3%) i najmanje M. nigra (2%) (Ercisli i Orhan, 2007). Sve veda popularnost ove 
biljke pokazuju i liste „biljaka za bududnost“ koje rod Morus svrstavaju u jednu od 20 biljaka 
koje de doživeti ekspanziju i vedu zastupljenost u ishrani i fitonutrijentima (www.pfaf.org). U 
prilog govori i činjenica da je 160.000 tona soka od duda i koncentrata duda proizvedeno u 
Iranu tokom 2008. godine (Hojjatpanah i sar., 2011). 
 
 
2.3.3. Opis biljke 
 
Beli dud (Morus alba L.) raste u visinu i do 20 metara. Krošnja mu je okrugla, kora u 
početku žudkastosiva i glatka, kasnije sivosmeđa i duboko ispucana. Pupoljci su jajoliki, oko 6 
mm veliki, smeđesivi. Listovi su naizmenični od 4 do 14 cm dugi i od 4 do 10 cm široki. 
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Plodovi su složeni, tipa zbirne koštunice, sočni, mesnati, 2-8,5 cm dugački, cilindričnog ili 
ovalnog oblika, bele do krem boje, slatki i jestivi (slika 17). Uzgaja se u drvoredima, živim 
ogradama, parkovima i baštama. U prve dve godine raste veoma sporo, a kasnije znatno 
brže. Ima razvijen koren, pa je pogodan za vezivanje erozivnih zemljišta (Katsube i sar., 
2006). Originalno je uzgajan u Kini i imao je široku primenu kako u poljoprivredi, tako i u 
oblasti medicine. 
 
 
Slika 17. Plod belog i crnog duda 
 
Crni dud (Morus alba L.) je spororastude listopadno drvo koje raste do 15 metara u 
visinu, sa mnogo razgranatih stabljika. U narodu je poznat pod imenom murva ili šamdud. 
Kora stabla je višebojna, od zelene, narandžaste do tamno sive. Listovi su prosti, 
naizmenični, gusto raspoređeni, grubi, tamno zeleni, gornja površina je hrapava, donja 
dlakava, jajoliki su i imaju peteljku. Za dud je karakteristična i anizofilija (slika 18), tako da 
listovi mogu biti i nepravilno podeljeni na 2-3 režnja. Cvetovi su bele boje, jednopolni, 
raspoređeni u klasove u pazusima listova. Ženski cvetovi (slika 18) su grupisani u uspravne, 
valjkaste, kratke klasove, sa cvetnim omotačem koji ima 4 listida perijanta i 2 karpele, koji su 
prekriveni dugim, mekim dlakama. Muški cvetovi su u cvastima nalik na rese dužine 1,5-3 
cm, cvetni omotač takođe ima 4 listida perijanta spojenih pri bazi i 4 prašnika (Chevallier, 
1996). Složen plod je cvast srasla u jedno plodište, dudinju, slatkog ukusa, koja je sočna, bez 
izražene arome, tamnoljubičaste ili crne boje, sa mnogo semenki (slika 17). Kada se cvetovi 
opraše, plod počinje da bubri, sve dok na kraju ne postane skroz promenjen u teksturi i boji, 
sočan i pun soka (Lee i sar., 2008). 
Dud se sadi duž puteva, po parkovima, ivicama parcela, oko vinograda, po 
dvorištima. Drvo duda živi i do 250 godina. Voli toplo, dobro isušeno zemljište i ilovaču, a 
crni dud je pogotovo vredan gajenja, zbog raskošnog lišda i živopisnog oblika (Chevallier, 
1996).   
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Slika 18. Anizofilija lista crnog duda i ženski cvet crnog duda   
 
 
2.3.4. Fitohemijski sastav i biološka aktivnost vrsta roda Morus 
 
Vrste roda Morus bile su predmet brojnih istraživanja, bilo da se radi o fitohemijskim 
ispitivanjima, biološkim, biohemijskim, fiziološkim i ekološkim studijama, a sve u cilju 
njihove bliže karakterizacije i iskorišdenja u medicinske ili prehrambene svrhe. Fitohemijska 
ispitivanja ukazuju na prisustvo različitih jedinjenja u vrstama roda Morus, od kojih su 
najviše ispitani i istraženi polifenoli prisutni u plodu (dudinjama). Međutim, za biološku 
aktivnost i terapijski efekat značajne su i druge klase sekundarnih biomolekula, koje su ved 
pomenute u prethodnom poglavlju. Iako su pojedine vrste duda veoma poznate u Srbiji u 
tradicionalnoj medicini i ishrani, postoji iznenađujude malo ili nimalo podataka u literaturi o 
fitohemijskom sastavu vrsta M. alba L. i M. nigra L., sa teritorije Srbije i zapadnog Balkana, 
koje su i predmet ove doktorske disertacije. Sva do sada objavljena istraživanja su rađena na 
vrstama koje su tipične za azijsko područje. S obzirom na to da su delovi stabla duda i njeni 
proizvodi našli primenu u ljudskoj ishrani, evidentna je potreba za daljom detaljnom 
karakterizacijom hemijskog sastava vrsta roda Morus.  
Ispitivanja duda pokazuju da plod sadrži veliki broj jedinjenja, od kojih su 
najzastupljeniji ugljeni hidrati, polifenoli, masne kiseline i vitamini. Konkretno, crni dud 
sadrži oko 10% invertnog šedera (mešavina glukoze i fruktoze) i oko 2% kiselina: limunske, 
jabučne i asparaginske (Lee i sar., 2008). Zastupljenost šedera i kiselina uticalo je na 
upotrebu ploda u prehrambene svrhe, a utvrđivanje hemijskog sastava dudinja kao 
konstituenata funkcionalne hrane. Pojedina istraživanja pokazuju da su u plodu prisutne 
masti (0,48-1,11 %), proteini (0,96-1,73%) i dijetetska vlakna (0,57-11,75%) (Imran i sar., 
2010). Vitamini koji su prisutni u plodu su vitamin C, E i B2 (Yang i sar., 2010). Takođe, 
dokazano je prisustvo velike količine antocijana i drugih polifenolnih komponenata u 
dudinjama (Ozgen, 2009, Hojjatpanah, 2011). U zavisnosti od vrste duda i klimatskih uslova 
u kojima je uzgajan dud od fenolnih kiselina najzastupljenije su: p-hidroksibenzoeva, 
protokatehinska, vanilinska i hlorogenska kiselina (Memon, 2010). Poslednjih godina pažnja 
je usmerena na masne kiseline koje su prisutne u plodu, ali i u ulju iz semena duda (koje je 
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sastavni deo ploda). Podaci koji su objavljeni pokazuju da je dominantna masna kiselina u 
plodu duda linolna kiselina (C18:2) (Ercisli i Orhan, 2007, 2008; Gecgel i sar, 2011). 
Tek se poslednjih godina posvetilo više pažnje analizi lista duda, jer je predmet 
interesovanja najčešde bio plod. Ispitivanja su pokazala da list sadrži različite sastojke: 
minerale, vitamine, aminokiseline, sterole, flavonoide, alkaloide, polisaharide i 
mikroelemente (Ouyang i sar., 2003). Detaljnije analize su pokazale da list duda osim 
proteina i ugljenih hidrata, sadrži i kalcijum, gvožđe, askorbinsku i folnu kiselinu, β-karoten, 
vitamine D i B1 (Arabshahi-Delouee i sar., 2007). Identifikovano je i jedinjenje iz grupe 
polihidroksilnih piperidinskih alkaloida, 1-deoksinojirimicin (Nuengchamnong i sar., 2007), a 
detektovane su i značajne količine melatonina, hormona koji nastaje iz esencijalne 
aminokiseline triptofana i široko je rasprostranjen u životinjskom svetu, kao i kod mnogih 
viših biljaka (Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011). Međutim, za dejstvo najbitnije je prisustvo 
fenola, naročito fenolnih kiselina i flavonoida: rutina, kvercetina i izokvercetina. U pogledu 
prisustva fenolnih kiselina, ispitivanjima su identifikovane: protokatehinska, vanilinska, 
siringinska, p- i m-kumarinska i hlorogenska kiselina kao najzastupljenija sa 60,5% do 67,2% 
u odnosu na ukupan sadržaj fenolnih kiselina u listovima kako M. nigra, tako i M. alba i M. 
laevigata. Takođe, istraživači su izolovali i druge klase fenolnih jedninjenja, pre svega 
antocijane (Memon i sar., 2010). 
Koren i kora duda su poznati u tradicionalnoj kineskoj medicini i kao nosioci aktivnih 
principa registrovanih u Kineskoj Farmakopeji. Današnja istraživanja su bazirana na 
dokazivanju delovanja i sa tim ciljem su identifikovana jedinjenja: stilbeni, flavonoidi, 
derivati benzofurana i kumarini (Piao i sar, 2010). Dominantni stilben glikozidi su: 
malberozid A, cis-malberozid A i resveratrol-4,3’-di-O-β-D-glukopiranozid (Piao i sar, 2010). 
Identifikovane su i grupe flavonoida i fenolnih kiselina koje su povezane sa antioksidativnim 
(Chang i sar., 2011) i antimikrobnim delovanjem (Du i sar., 2003, Kuete i sar., 2009). 
Pregled navoda iz litarature, koji prikazuju hemijski sasatav ispitivanih vrsta Morus, 
dat je u tabeli 4.  
  
Tabela 4. Pregled podataka iz literature o analizi komponenata vrsta roda Morus 
Deo biljke 
Identifikovana 
jedinjenja 
REFERENCA 
M. alba L. 
PLOD 
flavonoidi 
Ercisli i Orhan, 2007, Pawlowska i sar., 2008, Yang i sar., 2010, 
Gundogdu i sar., 2011 
fenolne kisleine 
Ercisli i Orhan, 2007, Memon i sar., 2010, Gundogdu i sar., 2011, 
Radojkovid i sar., 2012 
antocijani 
Bae i Suh, 2007, Ercisli i Orhan, 2007, Du i sar., 2008, Pawlowska i sar., 
2008 
masne kiseline Yang i sar., 2010 
vitamini Imran i sar., 2010, Yang i sar., 2010 
minerali Ercisli i Orhan, 2007, Yang i sar., 2010, Imran i sar., 2010 
saharidi Imran i sar., 2010, Gundogdu i sar., 2011 
LIST 
fenoline 
kiseline 
Katsube i sar., 2006, Katsube i sar., 2009, Memon i sar., 2010, 
Radojkovid i sar., 2012 
melatonin Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011 
minerali Lin i sar., 2009, Lin i Lai, 2009 
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saharidi Lin i sar., 2009, Ying i sar., 2011 
flavonoidi 
Zhishen i sar., 1999, Sohn i sar., 2004, Katsube i sar., 2006, Lee i sar., 
2008, Katsube i sar., 2009, Song i sar., 2009, Sun i sar., 2011 
alkaloidi Neungchamnong i sar., 2007, Song i sar., 2009, Vichasilp i sar., 2012 
steroli Zambakhidze i sar., 2005 
KOREN 
fenolne kiseline Radojkovid i sar., 2012 
stilben glikozidi Piao i sar., 2010 
alkaloidi Bouillon i Meyer, 2007 
flavonoidi Park i sar., 2003, Du i sar., 2003, Singab i sar., 2005, Chang i sar., 2011 
M. nigra 
PLOD 
flavonoidi Ercisli i Orhan, 2007, Pawlowska i sar., 2008, Gundogdu i sar., 2011 
fenolne kiseline 
Zadernowski i sar., 2005, Ercisli i Orhan, 2007, Memon i sar., 2010, 
Gundogdu i sar., 2011, Radojkovid i sar., 2012 
antocijani 
Hassimotto i sar., 2006, 2006, Ercisli i Orhan, 2007, Pawlowska i sar., 
2008, Ozgen i sar., 2009, Song i sar., 2009, Hojjatpanah i sar., 2011 
masne kisleine 
Elmaci and Altug, 2002, Ercisli i Orhan, 2008, Yang i sar., 2010 
Gecgel i sar., 2011 
minerali Ercisli i Orhan, 2007, Imran i sar., 2010, Yang i sar., 2010 
saharidi Hassimotto i sar., 2006, Ozgen i sar., 2009, Gundogdu i sar., 2011 
steroli Gecgel i sar., 2011 
LIST 
fenolne kiseline Song i sar., 2009, Memon i sar., 2010, Radojkovid i sar., 2012 
melatonin Pothinuch i Tongchitpakdee, 2011 
M. laevigata W. 
LIST fenolne kiseline Bidel i sar., 2007, Song i sar., 2009, Memon i sar., 2010 
PLOD 
minerali Imran i sar., 2010 
flavonoidi Bidel i sar., 2007, Song i sar., 2009 
M. atropurpurea Roxb. 
PLOD 
antocijani Isabelle i sar., 2008, Song i sar., 2009, Wu i sar., 2011 
karoteni Isabelle i sar., 2008 
vitamini Isabelle i sar., 2008 
LIST flavonoidi Zhishen i sar., 1999, Song i sar., 2009 
M. rubra 
PLOD 
fenolne kiseline Ercisli i Orhan, 2007, Gundogdu i sar., 2011 
flavonoidi Ercisli i Orhan, 2007, Gundogdu i sar., 2011 
antocijani Ercisli i Orhan, 2007, Ozgen i sar., 2009 
minerali Ercisli i Orhan, 2007 
masne kisleine Ercisli i Orhan, 2007 
saharidi Ozgen i sar., 2009, Gundogdu i sar., 2011 
M. indica L. 
LIST polifenoli Arabshahi-Delouee i Urooj, 2007 
M. multicaulis Perr. 
LIST flavonoidi Zhishen i sar., 1999 
M. mesozygia 
KORA i KOREN flavonoidi Kuete i sar., 2009 
M. Ihou 
KORA KORENA flavonoidi Kim i sar. 2011 
 
Biološka ispitivanja vrsta roda Morus pokazala su da plodovi, ekstrakti svih delova 
biljke i izolovane komponente pokazuju brojne biološke aktivnosti, što potvrđuje i široku 
primenu vrsta roda Morus u tradicionalnoj istočnjačkoj medicini. Godinama se čaj („Mon 
tea“, lokalno ime na Tajlandu) od usitnjenog lišda koristi kao antidijabetsko pide. U Japanu 
zauzima mesto na listi čajeva sa pozitivnim uticajem na opšte stanje organizma. Čajevi se 
pripremaju od polufermentisanog i potpuno fermentisanog lišda belog duda (Hansawasdi i 
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Kawabata, 2006; Sun i sar., 2011). List duda u narodnoj medicini ima najširu primenu u 
lečenju šederne bolesti, oboljenja urinarnog trakta i kože (Butt i sar., 2008). Od ploda se 
pravi nakiseo sirup koji se koristi u narodnoj medicini za lečenje grozničavih stanja, lezija u 
ustima, kao lek protiv dizenterije, laksativ, antihelmintik, ekspektorans, hipoglikemik i 
emetik (Ercisli i Orhan, 2007). U Turskoj plodovi duda jedu se sveži, a koriste se i za 
proizvodnju marmelade, sokova, slatka, kao i prirodnih boja u kozmetičkoj industriji.  
Do danas je ispitano i potvrđeno delovanje i aktivnost ekstrakata duda kroz više 
naučno-istraživačkih radova i studija, koje potvrđuju antioksidativnu, antitumornu i 
antimikrobnu aktivnost, kao i uticaj na određene tipove diabetesa, aterosklerozu i bolesti 
kože.  
Prisustvo fenolnih jedinjenjа, posebno rаzličitih flаvonoidа (kvercetina, rutina, 
izokvercetina i astragalina) ukazalo je na visok аntioksidаtivni potencijаl (Cui i sar., 2006; Doi 
i sar., 2001; Du i sar., 2003, Katsube i sar., 2006). Po nekim istraživanjima sadržaj rutina i 
kvercetina, koji je vedi u odnosu na crni i beli luk,  omogudio je primenu ekstrakata lista duda 
u brojnim in vivo i in vitro oksidativnim procesima (Enkhmаа i sar., 2005; Kаtsube i sar., 
2006; Chen i Li, 2007). Visok antioksidativni potencijal su pokazali i plodovi različitih vrsta 
Morus. Ercisli i Orhаn (2007) su dokazali da plod duda, naročito crnog, ima veliki sadržaj 
ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i askorbinske kiseline. Ispitana je korelacija između 
prisutnih komponenata i antioksidativne aktivnosti pradene različitim testovima (Oh i sar., 
2002; Konezak-Islam i sar., 2003; Chen i sar., 2006; Memon i sar., 2010). Jedinjenja 
malberozid i oksiresverаtrol su pokazala inhibitorni efekаt lipidne peroksidаcije kod pacova 
(Chung et аl., 2003). U nekim uslovima kаo što su dijаbetes i kаrdiovаskulаrne bolesti, 
oksidаtivni stres ima različitih uticaja. Lipidna peroksidаcija u slučаju dijаbetesa smаnjuje 
sadržaj glutаtionа (GSH) i pod tаkvim uslovimа ekstrakt duda utiče na smаnjenje аktivnosti 
kаtаlаze (Andаllu i Vаrаdаcjаriulu, 2003). Uticaj ekstrakata ploda belog duda na 
Parkinsonovu bolest dokazan je kroz istraživanje Kim i sar. (2010). 
Ispitivanja ukazuju i da ekstrаkti duda poseduju značajan аntimikrobni potencijаl 
(Pаrk i sar., 2003). U ekstraktima lista belog duda dokazano je prisustvo flavonoida sa jаkom 
аntibаkterijskom аktivnošdu i sа minimаlnim inhibitornim koncentrаcijаma (MIK) od 5 do 30 
mg/ml (Nomura i sar., 2001; Sohn i sar., 2004). Takođe, rаzliče frаkcije duda, kаo što su 
hloroformski ekstrаkti, pokazali su аntimikrobnu аktivnost prema Bаcilllus subtilis, a frаkcije 
dobijene dodatkom sirdetne kiseline prema sojevima Stаphilococcus аureus, B. subtilis i 
Escherichiа coli (Kim i sar., 1993). Flavonoidi morusin, kuvanon C (kuwаnon C),  sangenon B i 
D (sаnggenon B i D), bioаktivni molekuli kore duda, pokazali su snаžnu аntimikrobnu 
аktivnosti protiv S. аureus, Streptococcus fаecаlis, B. subtilis, Micobаcterium smegmаtis i 
nekih vrstа plesni (Nomurа i sar., 1988). Pаrk i sar. (2003) su odredili MIK (8,0 mg/ml) zа 
kuvаnon G, izolovan iz etilacetatne frakcije ekstrakta lista duda, u odnosu na Streptococcus 
mutаns koji je izazivač zubnog kаrijesa. Leahianon G (leаchiаnone G) jedinjenje izolovаno iz 
kore korena duda, u istraživanju Du i sar. (2003) je pokazalo аntivirusni potencijаl (IC50 = 1,6 
mg/ml) u odnosu na herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1). 
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Morus ekstrаkti su pozitivan uticaj pokazali i u zаustаvljаnju аteroskleroze, jer 
sprečаvаju oksidаtivne modifikаcije LDL. Dijetetska primena listovа M. аlbа i glikozidа 
flаvonola je povezаna sа smаnjenjem aterosklerotskih lezija i oksidativnih modifikacija LDL 
receptorа miševa (Kаtsube i sar., 2006; Enkhmаа i sar., 2005). U istraživanjima Hаrаumа i 
saradnika (2007) otkriveno je znаčаjаno usporavanje oksidacije lipoproteinа, 40% se 
smanjuju аterosklerotske lezije u аorti u аpolipoproteinimа miševa, ukoliko miševi kroz 
ishranu uzimaju 1% lista duda u prаhu. Oralna upotreba ekstrakata kore duda utiče i na 
smanjenje LDL-oksidаcije i LDL-аgregаcije (El-Beshbishy i sar., 2006). U dosadašnjim 
ispitivanjima list duda je pokazao i diuretičku, hipoglikemijsku i antihipertenzivnu aktivnost 
(Kelkar i sar., 1996). Hipoglikemijsko dejstvo povezuje se sa prisustvom alkaloida 1-                  
-deoksinojirimicina (slika 19), koji je poznat kao jedan od najpotentnijih inhibitora α-              
-glukozidaze. Inhibicijom ovog enzima sprečava se razgradnja skroba i saharoze, a samim tim 
i apsorpcija glukoze, što rezultuje smanjenjem nivoa šedera u krvi (Nuengchamnong i sar., 
2007). Studija Hansawasdi i Kawabata (2006) je pokazala da svakodnevno konzumiranje 
čaja, pripremljenog od 1 g usitnjenog lista i vode (98°C), bitno utiče na inhibiciju saharaze, 
maltaze i α-glukozidaze. Korišdenje lišda duda u kombinaciji sa drugim biljkama ima pozitivan 
uticaj na diabetes tip II (Musabayane i sar., 2006; Lee i sar., 2008). Antidijabetično delovanje, 
koje je utvrđeno, se delimično pripisuje prisustvu vitamina B2 u plodu duda, i ima značaj kao 
dopunska terapija. 
 
Slika  19. 1-Deoksinojirimicin 
 
Tradicionalno, list duda se koristi za ublažavanje nesanice, što se može objasniti 
terapeutskim efektom melatonina, jedinstvenim molekulom koji je uključen u regulaciju 
cirkadijalnog ritma i ublažavanje poremedaja spavanja. Količine melatonina u listu duda vede 
su u odnosu na višnje, đumbir, šargarepe, banane i jagode, koji su ved poznati kao izvori 
ovog jedinjenja. Iznenađujude značajne količine ove supstance u listovima duda ukazuju da 
bi oni mogli biti dobar izvor fitomelatonina. Takođe, prijavljena su još neka dejstva ekstrakta 
lista duda, između ostalog smanjenje gojaznosti i inhibicija biosinteze melanina (Pothinuch  i 
sar., 2011). 
Dud i njegovi proizvodi našli su primenu i u vidu imunonutritivnih agenasa. Prisutni 
vitamini i antocijani u plodovima duda našli su široku upotrebu u obliku funkcionalne hrane i 
dodataka ishrani sa ciljem poboljšanja opšteg stanja organizma (Ercisli i Orhan, 2007). Chen i 
sar. (2006) su dokazali antitumorni uticaj antocijana (izolovanih iz duda) na delije 
karcionoma pluda A549, kao i citotoksičnu aktivnost ekstrakta duda u odnosu na delije 
hepatoma (raka jetre), sa IC50 vrednosti manjom od 53 µg/ml. Ispitani su uticaji i na delije 
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melanoma B16 miša i leukemije (Nam i sar., 2002). Polisaharidi M. alba povedavaju 
proliferaciju limfocita i smanjuju proizvodnju antitela B delija, pa samim tim imaju ulogu i u 
antiupalnim procesima (Kim i sar., 2000). 
 
 
2.4. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDATIVNI STRES  
Slobodni radikali su zauzeli posebno mesto i postali predmet interesovanja u 
mnogim naučno-istraživačkim studijama poslednjih godina. Zanimanje za slobodne radikale 
nastalo je usled otkrida da su oni medijatori brojnih patologija (dijabetes, HIV infekcija, 
autoimunih, neurodegenerativnih, koronarnih, malignih, pludnih, inflamatornih i mnogih 
drugih bolesti) i da su deo kompleksnog patofiziološkog mehanizma oštedenja, a u 
pojedinim bolestima njihovo učešde je potencirano (Jovičid i sar. 1997a; 1997b). Po osnovnoj 
definiciji, slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili više nesparenih 
elektrona u svojoj strukturi, a mogu nastati transferom jednog elektrona na neradikalsku 
vrstu ili homolitičkim raskidanjem kovalentne veze (Cadenas i Davies, 2000). Nespareni 
elektron slobodnoradikalske vrste može da se nalazi na C-atomu, kao kod alkil radikala 
(•CH3, CH3CH2
•), na O-atomu, kao kod alkoksil-, hidroksil-, peroksil- i superoksid anjon 
radikala (RO•, HO•, ROO•, O2
•-), na N-atomu, kao kod azotmonoksidnog radikala (NO•) ili na 
S-atomu, kao kod tiil radikala (RS*). Nesparen elektron imaju i atom vodonika (H•) i 
halogena (Cl•), alkalni metali (Na•), kao i neki joni metala (Cu2+, Fe3+). Takođe, slobodni 
radikali mogu biti neutralni, ali i pozitivno (radikal katjon) i negativno (radikal anjon) 
naelektrisani.  
Opšti termin reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species, ROS) obuhvata 
kiseonikove radikale i određene neradikalske vrste koje su oksidativna sredstva i/ili se lako 
prevode u radikale: HOCl, HOBr, O3, ONOO
-, 1O2, H2O2. Međutim, pored ROS, značajnu grupu 
reaktivnih jedinjenja čine i reaktivne vrste hlora (reactive chlorine species, RCS), broma 
(reactive bromine species, RBS) i azota (reactive nitrogen species, RNS), čiji pregled je 
prikazan u tabeli 5. Pojam reaktivne vrste predstavlja opšti termin koji objedinjuje ROS, RNS 
i reaktivne vrste sumpora i halogena. Iako svi kiseonični radikali jesu ROS, svi ROS nisu samo 
radikalske vrste kiseonika (Halliwell, 2006).  
Slobodni radikali se u organizmu stvaraju: 
1) u fiziološkim uslovima tokom: procesa oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, tj. 
delijskog disanja, oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenljivom valencom, 
autooksidacije brojnih malih molekula (npr. autooksidacija dopamina u mozgu), 
2) u inflamaciji tokom procesa fagocitoze, 
3) u bolestima: autoimune bolesti, neurodegenerativne, maligne, kardiovaskularne, 
bolesti nastale usled prisustva toksičnih supstanci, kao i u različitim nefiziološkim 
uslovima, kao što su ishemija, hipoksija, hiperoksija, reperfuzija i dr., 
4) biotransformacijom ksenobiotika tokom metabolisanja egzogeno unetih jedinjenja 
(hrana, lekovi, itd.) ili dejstvom spoljašnjih faktora sredine (UV zračenja, jonizujude 
zračenje, aerozagađenje), 
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5) pri pojačanoj fizičkoj aktivnosti, 
6) pri trovanju (Đukid, 2008). 
 
Tabela 5. Nomenklatura reaktivnih slobodnoradikalskih i neradikalskih vrsta 
 Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste 
ROS O2
-• Superoksid anjon radikal H2O2 Vodonik peroksid 
HO• Hidroksil radikal HOBr Hipobromna kiselina 
HO2
• Hidroperoksil radikal HOCl Hipohlorna kiselina 
RO2
• Peroksil radikal O3 Ozon 
RO• Alkoksil radikal 1ΔgO2 Singletni kiseonik 
CO3
•- Karbonatni radikal ROOH Organski peroksidi 
CO2
•- Ugljendioksidni radikal ONOO Peroksinitrit 
1Σg+O2 Singletni kiseonik ONOOH Peroksinitritna kiselina 
RNS NO• Azotmonoksidni radikal HNO2 Nitritna kiselina 
NO2
• Azotdioksidni radikal NO+ Nitrozil katjon 
NO3
• Nitratni radikal NO- Nitrozil anjon 
  N2O3 Azot(III)-oksid 
  N2O4 Azot(IV)-oksid 
  ONOO- Peroksinitrit 
  O2NOO
- Peroksinitrat 
  ONOOH Peroksinitritna kiselina 
  NO2+ Nitronijum katjon 
  ROONO Alkilperoksinitriti 
  RO2ONO Alkilperoksinitrati 
  NO2Cl Nitronijum hlorid 
RCS Cl• Atomski hlor HOCl Hipohlorna kiselina 
  NO2Cl Nitril (nitronijum) hlorid 
   Hloramini 
  Cl2 Hlor (gas) 
  BrCl Brom hlorid 
  ClO2 Hlor (IV) oksid 
RBS Br• Atomski brom HOBr Hipobromna kiselina 
  Br2 Brom (gas) 
  BrCl Brom hlorid 
 
 
Kod zdravih aerobnih organizama produkcija slobodnoradikalskih vrsta je u stalnoj 
ravnoteži sa antioksidativnim odbrambenim sistemom. Iako slobodni radikali imaju značajnu 
ulogu u nizu fizioloških procesa, poremedaj balansa između ovih reaktivnih vrsta i 
antioksidativnog sistema može da dovede do ozbiljnog narušavanja normalne homeostaze 
delije. Naime, narušavanje oksido-reduktivne ravnoteže usled povišenog nivoa slobodnih 
radikala, uz visok stepen njihove neselektivne reaktivnosti i nestabilnosti, čiji uzrok su 
nespareni elektroni, dovodi do stanja oksidativnog stresa. Kao posledica oksidativnog stresa 
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javljaju se tzv. oksidativna oštedenja, koja se izražavaju kroz različita patološka stanja (Đukid, 
2008).  
Uopšteno, pri povišenom nivou slobodnih radikala dolazi do oksidativnog stresa, koji 
može biti posledica povedanog izlaganja kiseoniku, prisustva toksina koji proizvode ROS, 
inflamatornih procesa i sl., ili inhibirane funkcije antioksidativnog sistema, koja se javlja pri 
npr. smanjenju aktivnosti enzima glutation peroksidaze i superoksid dismutaze. Oksidativni 
stres može da se manifestuje kroz različite odgovore delija, kao što su proliferacija i 
adaptacija. Proliferacija, kojom mnoge delije odgovaraju na umereni oksidativni stres npr. 
može biti dobra (npr. kod zarastanja rana), ali loša ako vodi fibrozi tkiva. Adaptacija, koja 
podrazumeva pokretanje antioksidativnog odbrambenog sistema, može delimično, 
povedano ili potpuno da zaštiti deliju od ROS, a uključuje i povedanje koncentracija 
intracelularnog Ca2+ i prelaznih metala koji mogu da katalizuju slobodnoradikalske reakcije. 
Međutim, oksidativni stres može da izazove ozbiljna oštedenja delije, odnosno lipida, DNK, 
proteina, ugljenih hidrata i dr., što u nekim slučajevima može biti inicijalna reakcija za 
adaptacione procese (slika 20, Lawrence 2010). Takođe, oksidativno oštedenje može da 
izazove i starenje delije (delija preživljava, ali gubi sposobnost deobe), ali i njenu smrt. 
Naime, ako u deliji ne dođe do zamene oštedenih biomolekula, mogu da se jave trajna 
oksidativna oštedenja ili može da dođe do pokretanja procesa poput apoptoze ili nekroze, 
koji neizbežno dovode do umiranja delije (Halliwell i Gutteridge, 2007).  
 
 
Slika 20. Posledice oksidativnog stresa na delijske membrane, lipoproteine i DNK  
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Slobodnoradikalske reaktivne vrste mogu da budu uzročnici bolesti, kao što su 
biološke posledice izloženosti povišenoj radijaciji ili insuficijencija selena i tokoferola u 
ishrani. Oksidativni stres je najčešde uzrok bolesti imunog sistema, ishemije, reakcija koje 
izazivaju lekovi ili toksini, starenje i niz uticaja koji izazivaju poremedaj funkcije jetre, srca i 
kardiovaskularnog sistema, crvenih krvnih zrnaca, respiratornog sistema, bubrega, nervnog 
sistema i dr. Uopšteno, kliničke studije su pokazale da se povišeni nivo ROS, odnosno 
oksidativna oštedenja koja oni izazivaju, mogu dovesti u direktnu vezu sa nizom oboljenja, 
poput ateroskleroze, vazospazma, bolesti bržeg starenja, kancera, reume, moždanog udara, 
astme, artritisa, infarkta srca, dermatitisa, kataraktogeneze, oštedenja retine, hepatitisa, 
oštedenje jetre (Halliwell i Gutteridge, 2007). Ishrana bogata biljkama doprinosi smanjenju 
rizika od razvijanja ovih bolesti, zahvaljujudi mnoštvu antioksidanasa prisutnih u njima 
(Halliwell, 2009).  
 
 
2.4.1. ANTIOKSIDANSI I ODREĐIVANJE ANTIOKSIDATIVNOG POTENCIJALA 
 
Opšta definicija antioksidanasa podrazumeva sve supstance koje u koncentracijama 
znatno nižim od koncentracije supstrata koji može da se oksiduje, značajno smanjuju ili 
sprečavaju njegovu oksidaciju. U širem smislu, antioksidans je zapravo agens koji 
onemogudava, sprečava ili uklanja oksidativna oštedenja ciljanog molekula (Halliwell i 
Gutteridge, 2007). Neki antioksidansi se sintetišu u organizmu (endogeni), a drugi (egzogeni) 
unose hranom ili upotrebom dijetetskih suplemenata. Grupu endogenih antioksidanasa čine 
enzimi (superoksid-dismutaza, katalaza i Se-glutation peroksidaza) koji metabolišu 
superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i lipidne perokside, neenzimski molekuli 
(glutation, histidin-peptidi, transferin i feritin, dihidrolipoinska kiselina, redukovani oblik 
koenzima Q, melatonin, urati i protein-tioli plazme), kao i neki hemijski elementi (cink i 
selen). Ovi sistemi su međusobno komplementarni, jer deluju sinergistički protiv različitih 
radikala u različitim delijskim prostorima. Međutim, i pored postojanja odbrambenih 
antioksidanasa, koji su sposobni da suzbiju stvaranje slobodnih radikala ili prekinu lančane 
reakcije koje oni iniciraju, do određenih oštedenja ipak dolazi. Stoga su odbrambeni sistemi 
humanog organizma dopunjeni reparativnim antioksidansima, uglavnom enzimima 
(proteaze, lipaze, transferaze i enzimi koji repariraju DNK). Zbog ograničene efikasnosti 
endogenih odbrambenih sistema i postojanja nekih patofizioloških faktora (zagađenje 
vazduha, pušenje, UV- i jonizirajude zračenje, ishrana bogata polinezasidenim masnim 
kiselinama, inflamatorni procesi, ishemija, itd.) koji doprinose povedanom stvaranju 
slobodnih radikala, neophodno je, hranom ili na neki drugi način, uneti egzogene 
antioksidanse koji de umanjiti kumulativni efekat oksidativnih oštedenja tokom života. 
Najpoznatiji i najznačajniji egzogeni antioksidansi su vitamini C, E i A, karotenoidi, polifenoli i 
drugi (Pietta, 2000; Fang i sar., 2002). 
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Ustanovljeno je da redovno korišdenje namirnica biljnog porekla i dijetetskih 
suplemenata sa visokim antioksidativnim potencijalom u svakodnevnoj ishrani predstavlja 
važan i efikasan vid preventive ne samo kardiovaskularnih oboljenja, ved i procesa starenja 
kože i vezivnih tkiva, nekih degenerativnih oboljenja lokomotornog i kardiovaskularnog 
sistema (reumatoidni artritis, hipertenzija, ateroskleroza), degenerativnih očnih bolesti 
(katarakta), kognitivne disfunkcije i različitih neurodegenerativnih procesa (senilna 
demencija), astme, nekih oblika diabetesa i karcinoma, tj. bolesti povezane sa oksidativnim 
stresom (Maksimovid, 2008) . U cilju ispitivanja uticaja različitih agenasa na nivo slobodnih 
radikala kako u hrani, tako i u biološkim sistemima, metode za određivanje neutralizacije 
slobodnih radikala, odnosno antioksidativnog potencijala imaju široku primenu. 
Određivanjem antioksidativnog statusa u biološkim sistemima može da se prati uticaj 
ishrane ili dodataka ishrani na oksidativni stres i doprinos u prevenciji bolesti čiji su uzročnici 
oksidativna oštedenja (Sánchez-Moreno, 2002).  
Uopšteno, testovi za određivanje antioksidativnog potencijala u biološkim sistemima 
i namirnicama mogu biti zasnovani na:  
1) transferu elektrona,  
2) sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i 
3) inhibiciji lipidne peroksidacije.  
 
Zbog velikog broja reaktivnih hemijskih vrsta koje narušavaju homeostazu delije i 
raznolikosti mehanizma njihovog delovanja, nemogude je definisati jednu metodu za 
određivanje antioksidativne aktivnosti. U procesu evaluacije antioksidativnog potencijala 
ispitivane supstance, potrebno je izabrati kombinaciju više testova koji se zasnivaju na 
različitim principima i pokazuju antioksidativni potencijal ispitivane supstance putem 
različitih mehanizama delovanja. U tabeli 6 (Lesjak, 2011) navedene su neke od metoda koje 
se mogu primeniti za određivanje antioksidativnog potencijala.  
 
Tabela 6. Primeri metoda za određivanje antioksidativnog potencijala u biološkim sistemima 
i namirnicama 
METODA PRINCIP 
Transfer elektrona 
Određivanje neutralizacije 
DPPH
•
 radikala 
merenje procenta neutralizacije stabilnog DPPH
• 
radikala (Espin i sar., 2000) 
Određivanje redoks 
potencijala 
Reducing power metoda, pradenje redukcione sposobnosti na osnovu 
transformacije Fe
3+
 →Fe
2+ 
(Oyaizu, 1986) 
FRAP test (ferric ion reducing antioxidant power), merenje procenta inhibicije 
redukcije Fe
3+
-tripiridiltriazin kompleksa (MacDonald-Wicks i sar., 2006) 
Određivanje neutralizacije 
ABTS
•+
 radikala 
TEAC test (trolox equivalent antioxidant capacity), merenje procenta 
neutralizacije ABTS*
+
 radikala i poređenje sa Trolox-om (Sánchez-Moreno, 
2002) 
Sposobnost hvatanja slobodnih radikala 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja superoksid anjon 
radikala 
merenje procenta inhibicije stvaranja O2
•-
, generisanog u reakciji fenazin-
metilsulfata (PMS) u prisustvu NADH i molekulskog kiseonika ili 
hipoksantin/ksantin-oksidaza sistemu (Sánchez-Moreno, 2002) 
merenje procenta inhibicije stvaranja etena u reakciji generisanog O2
•-
 sa α-      -
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ketometiolbuternom kiselinom (KMB) (MacDonald-Wicks i sar., 2006) 
„hvatanje“ generisanog O2
•-
 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksidom (MacDonald-Wicks 
i sar., 2006) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja hidroksil radikala 
„deoksiriboza test“, merenje procenta inhibicije stvaranja malonildialdehida 
(MDA) (Sánchez-Moreno, 2002) 
HORAC test (hydroxyl radical averting capacity), merenje procenta inhibicije 
hidroksilacije p-hidroksibenzoeve kiseline HO• (MacDonald-Wicks i sar., 
2006) 
3D test (damaged DNA detection), merenje procenta inhibicije stepena 
oštedenja DNK izazvanog HO• (Sánchez-Moreno, 2002) 
merenje procenta inhibicije peroksidacije lipozoma ili linoleinske kiseline 
izazvane ROO
•
 generisanim iz azo jedinjenja (Sánchez-Moreno, 2002) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja peroksil radikala 
TRAP test (total radical-traping antioxidant parameter assay), određivanje 
antioksidantnog statusa humane plazme pradenjem potrošnje kiseonika 
tokom oksidativnog procesa (Sánchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i 
sar., 2006) 
ORAC test (oxygen radical absorbance capacity assay), merenje procenta 
inhibicije promene fluorescencije B-fikoertrina ili fluoresceina u prisustvu 
azo-generatora ROO (Sánchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar., 
2006) 
merenje procenta inhibicije izbeljivanja karotenoida krocina u prisustvu azo-      
-generatora ROO
•
 (Sánchez-Moreno, 2002) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja vodonik-  
-peroksida 
merenje procenta inhibicije skopoletina u nefluorescentni proizvod pod 
dejstvom peroksidaze iz rena (Sánchez-Moreno, 2002) 
merenje procenta inhibicije hemiluminiscencije pobuđenog aminoftalata 
(MacDonald-Wicks i sar., 2006) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja hipohlorne kiseline 
merenje procenta inhibicije oslobađanje etena u sistemu 
mijeloperoksidaza/H2O2/NaCl (Sánchez-Moreno, 2002) 
merenje procenta inhibicije α1-antiproteinaze (Sánchez-Moreno, 2002) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja azot(II)-oksida 
merenje procenta inhibicije nitritnih jona (Green i sar., 1982) 
Određivanje kapaciteta 
hvatanja peroksinitrita 
merenje procenta inhibicije promene fluorescencije dihidrorodamina 123 u 
fluorescentni rodamin 123 (Sánchez-Moreno, 2002) 
LIpidna peroksidacija 
Inhibicija lipidne 
peroksidacije  
 
merenje potrošnje kiseonika (Laguerre i sar., 2007) 
izbeljivanje β-karotena  (Laguerre i sar., 2007) 
pradenje formiranja primarnih produkata oksidacije hidroperoksida (Laguerre i 
sar., 2007) 
pradenje formiranja sekundarnih produkata oksidacije malonildialdehida 
(Laguerre i sar., 2007) 
 
 
 
2.5. ANTIKANCEROGENO DELOVANJE 
 
U savremenoj populaciji sve vedi procenat uzroka smrtnosti su hronična oboljenja 
kao što su infarkt, moždani udar i kancer. Još u XIX veku konstatovano je da porast 
industrijalizacije povedava broj obolelih od kancera (Tanchou, 1843; World Health 
Organization, 1997). Kancer je oboljenje kod kojeg su procesi proliferacije, razvitka i smrti 
delije poremedeni. Kancerogeneza je složeni proces prelaska normalne delije u maligno 
stanje (slika 21), a agensi koji indukuju taj proces zovu se kancerogeni. Kancerogeni procesi 
mogu da započnu u gotovo svakom organu, ali tkiva kod kojih je proliferacija delija inače 
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intenzivnija i koja su hronično izložena spoljašnjim uticajima (pluda, creva, itd.) su posebno 
podložna. Prokancerogene supstance mogu biti konvertovane oksidativnim metabolizmom 
(najčešde u jetri) u kancerogene, koji mogu udi u cirkulaciju i biti preuzeti u delije specifičnih 
tkiva i dovesti do mutacija DNK delija. Mutirani gen može proizvesti defektne proteine koji 
mogu  imati različite uticaje na deliju, deliju čine neodrživom (kao takva nede preživeti) ili 
deliju transformišu u prekancerogenu, što može voditi apoptozi, uništenju od strane imunog 
sistema, ili delija može preživeti i predi u formu kancerogenog tumora (Lawrence, 2010). 
Svako nagomilavanje delija preko one količine koja je potrebna za razvoj, oporavak ili 
funkciju tkiva naziva se tumor. Tumor može biti benigni ili maligni, gde maligni tumor brže 
raste i ima tendenciju invazije na susedna tkiva (Bogdanovid, 2000). 
 
 
Slika 21. Kancerogeneza 
 
Brojna laboratorijska i epidemiološka istraživanja nisu u potpunosti utvrdila faktore 
koji uslovljavaju pojavu kancerogenih oboljenja. Doll i Peto (1981) su u svojim istraživanjima 
pokazali da je za 35% kancera odgovorna ishrana. Centralnu ulogu ishrane u sprečavanju 
kancerogenih pojava potvrdio je i Svetski fond za ispitivanje kancera (World Cancer Research 
Fund, 1997). Veliki broj istraživanja potvrđuje zaštitni efekat biljne ishrane koji je i prihvaden 
od strane nutricionista (Block i sar., 1992; Steinmetz i Potter, 1996; World Cancer Research 
Fund, 1997).  
Tokom rаzvojа medicinskih nаukа, prirodа je oduvek predstаvljаlа bogаt i neiscrpаn 
izvor novih biološki аktivnih supstаnci, uključujudi i аntikаncerogene supstаnce. Postoji veliki 
broj biljnih vrstа koje su kаo izvor аntitumorskih jedinjenjа korišdene u tretmаnimа ili 
prevenciji kаncerа (Reddy i sar., 2003). Sprovođene su rаzličite terаpije kаncerа, uključujudi i 
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korišdenje prirodnih produkаtа iz viših biljаkа. Stogа, postoji velikа potrebа dа se istrаže 
efikasni, neiscrpni izvori prirodnih supstаnci. Tаkođe je bitno i rаzumevаnje mehаnizаmа 
аntitumorskih аgenаsа zbog budude primene u terаpiji. Postoji veliki broj biljnih vrstа koje 
su kаo izvor аntitumorskih jedinjenjа korišdene u tretmаnimа ili prevenciji kаncerа (Hsu, 
2008).  
Razvoj onkologije, naučna ispitivanja i kliničko lečenje tumora otpočeli su početkom 
XX veka, ali je tek razvojem molekularne biologije omogudeno bolje razumevanje tumora. 
Ispitivanja se vrše na izolovanim delijama koje se uzgajaju in vitro, kao i na eksperimentalnim 
životinjama, koja obično zahtevaju velike doze kancerogena da bi se dobio veliki prinos delija 
kancera u toku eksperimenta. Međutim, indukcija kancera u ljudskom organizmu zahteva 
njegovo izlaganje kompleksnom sklopu kancerogenih stimulanasa tokom dužeg vremenskog 
perioda. In vitro biološki testovi na delijskim linijama se mogu koristiti za skrining prirodnih 
proizvoda ili sintetskih organskih jedinjenja radi otkrivanja njihove potencijalne aktivnosti u 
terapiji tumora. U ovim testovima koriste se neoplastične delijske linije humanog porekla ili 
poreklom od tumora drugih sisara. Sposobnost jedinjenja koje se testira da inhibira rast ovih 
tumorskih delija u kulturi predstavlja indikaciju njegove potencijalne vrednosti kao 
terapeutskog sredstva in vivo (Lieberman i sar., 2001). 
In vitro citotoksičnа ispitivаnjа se koriste kаo brze metode zа identifikаciju 
potencijаlnih аntineoplаstikа. Antineoplаstici su lekovi koji inhibirаju rаst i rаzvoj 
аbnormаlne mаse tkivа (neoplasm) kаo rezultаt аbnormаlnog deljenjа delijа (neoplasia) 
(Brielmann i sar., 2006). Primeri citotoksičnih аgenаsа su hemijske supstаnce, određene 
imune delije ili pojedini tipovi otrovа (npr. otrovi zmijа ili pаukа). Citotoksičnost dovodi i do 
zаustаvljаnjа аktivnosti rаstа i deljenjа delijа (opаdаnje sposobnosti zа rаst) ili do аktivirаnjа 
genetskog progrаmа zа kontrolisаno ubijаnje delije (apoptosis) (Promega Corporation, 2006; 
Promega Corporation, 2007). Jedаn od nаčinа citotoksičnog dejstvа hemijskih jedinjenjа je i 
аktivаcijа аpoptotičih mehаnizаmа, što predstаvljа i jedаn od nаčinа lečenjа kаrcinomа i 
zаustаvljаnjа rаstа tumorа (Thompson, 1995).  
Fаrmаceutskа industrijа u velikoj meri koristi citotoksičnа ispitivаnjа zа potvrđivаnje 
efekаtа hemijskih jedinjenjа nа životni ciklus delije. Istrаživаči trаgаju zа citotoksičnošdu 
određenog jedinjenjа аko postoji interesovаnje dа se to jedinjenje može primeniti kаo 
terаpeutski аgens zа sprečаvаnje progresivnog deljenjа delijа kаncerа ili se žele potvrditi 
netoksične osobine lekа koji pretenduje dа imа terapijsku primenu. 
Ocenа celovitosti delijske membrаne je jedаn od nаčinа zа merenje citotoksičnih 
efekаtа. Jedinjenjа kojа ispoljаvаju citotoksične efekte često nаrušаvаju integritet 
membrаne. Boje kаo što su „trypan blue“ ili propidijum jodid pod normаlnim okolnostimа 
ne mogu udi unutаr zdrаve delije, međutim, аko je delijskа membrаnа oštedenа bojа može 
slobodno dа prodre unutаr delije i ostаne u njoj (Riss i Moravec, 2004). Integritet membrаne 
se može proceniti i nа osnovu procene prelаskа supstаnci koje se inаče normаlno nаlаze 
unutаr delije, u okruženje delije. U ovаkvim ispitivаnjimа nаjčešde se meri аktivnost lаktаt 
dehidrogenаze (LDH) (Decker i Lohmann-Matthes, 1988). 
 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
40 
 
2.6. TOKSIČNOST I GENOTOKSIČNOST  
 
U cilju mаksimаlnog smаnjenjа rizikа od primene prirodnih agenasa (biljaka, delova 
biljke ili njihovih ekstrakata) neophodno je poznаvаti njihovu potencijаlnu toksičnost i 
genotoksičnost. Genotoksikologijа je multidisciplinаrno područje istrаživаnjа koje uključuje 
detektovаnje oštedenjа DNK i nаrušаvаnje procesа nаsleđivаnjа, kаo i rаzumevаnje 
bioloških posledicа oštedenjа DNK. U poslednjih pet decenija rаzvijeni su brojni test sistemi 
zа identifikovаnje jedinjenjа kojа deluju nа DNK sа primаrnim ciljem dа se ljudi zаštite od 
oštedenjа nаslednog mаterijаlа i posledicа tаkvih oštedenjа. Među nаjpoznatijim 
posledicаmа su svаkаko indukcije kаncerа (Pitot, 1986; Silberhorn i sar., 1990; Tchounwou i 
sar., 1996; Morales i sar., 2000) i ubrzаvаnje stаrenjа. Oštedenjа u germinаtivnim delijаmа 
vode kа nаslednim bolestimа i uzrokuju smаnjenje fertilitetа. Veliki broj testovа koji se 
izvode nа sisаrimа ili njihovim delijаmа in vitro zаhtevа koncentrisаnje uzorаkа, što menjа 
prirodu delovаnjа.                     
Biohemijski testovi zа biljke, koji se uglаvnom odlikuju vedom osetljivošdu u odnosu 
nа ostаle sisteme, pokаzаli su se uspešnim u rаzličitim situаcijаmа (Grant i sar., 1999). Kаo 
posebno podesаn pokаzаo se Allium test koji se izvodi nа običnom luku, Allium cepa. Levan 
je još 1938. godine uvedeo u prаksu Allium test zа ispitivаnje genotoksičnih potencijаlа i od 
tаdа je ovаj test uspešno upotrebljen u istrаživаnjimа mnogo putа, u izvornom ili 
modifikovаnom obliku, zа ispitivаnje rаzličitih jedinjenjа rаstvorljivih ili nerаstvorljivih u vodi 
(Fiskesjö i sar., 1981; Rank i Nielsen, 1997; Rank i sar., 2002; Kalcheva i sar., 2009), prirodnih 
vodа (Fiskesjö, 1985; Majer i sar., 2003; Vujoševid i sar., 2008), vode zа pide (Al-Sabti i 
Kurelec, 1985), snegа (Blagojevid i sar., 2009) i otpаdnih vodа (Fiskesjö, 1993; Monarca i 
sar., 2000). Ispitivаnjem efekаtа jedinjenjа žive, dihlorfenolа, benzopirenа i rаzličitih 
nitrozoguаnidinа pokаzаno je dа je ovаj test podjednаko osetljiv (u nekim slučаjevimа i 
osetljiviji) u odnosu na testove koji se izvode nа delijаmа sisаrа, uključujudi i čovekа (Fiskesjö 
i sar. 1981). Tаkođe, pokаzаno je dа testirаnje istih genotoksičnih supstаnci (аkridinа i 
mаleičnog hidrаzidа) u rаzličitim lаborаtorijаmа dаje ponovljivo iste rezultаte (Rank i sar., 
2002). Veliku osetljivost Allium testа dobro ilustruje sposobnost detekcije potencijаlne 
genotoksičnosti u vodi zа pide. Tаko su Al-Sabti i Kurelec (1985) utvrdili indukciju 
hromozomskih аberаcijа kаo posledicu prisustvа sporednih produkаtа hlorovanja vode. 
Evseeva i sar. (2003) ispitivаli su ovim testom nivo genotoksičnosti u vodenim rezervoаrimа 
u čijoj blizini su smeštene delije zа čuvаnje industrijskog rаdijumа. Iаko koncentrаcije 
rаdijumа i drugih rаdioаktvnih elemenаtа u vodi ne prelаze dozvoljene grаnice, Allium test 
pokаzuje povedаne nivoe genotoksičnosti kojа rаste sа koncentrаcijom elemenata. 
Prednosti ovog sistemа su velikа osetljivost, sličnosti u hromozomskoj orgаnizаciji sа 
ljudimа, dobrа korelаcijа sа drugim sistemimа i mogudnost ispitivаnjа uticаjа u rаzličitim 
uslovimа (Rank, 2003). 
Dаnаs je u upotrebi modifikаcijа testа (Rank i Nielsen, 1993) oznаčenа kаo Allium 
аnаfаzno-telofаzni test. Nаjvаžnije prednosti ovog test sistemа su sličnost hromozomske 
orgаnizаcije sа genomom čovekа, veda osetljivost u poređenju sа drugim test sistemimа i 
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mogudnost upotrebe u rаzličitim uslovimа (Grant i sar., 1999). Sem togа, test je relаtivno 
jednostаvаn i lаko izvodljiv, ekonomičаn, toleriše širok rаspon pH vrednosti, nemа potrebe 
zа prečišdаvаnjem uzorаkа i istovremeno se testirа toksičnost i genotoksičnost. S obzirom 
dа ovаj test pokаzuje odličnu korelаciju sа testovimа koji se obаvljаju nа sisаrimа u uslovimа 
in vivo (Fiskesjö, 1985), rezultаti se mogu sа visokom pouzdаnošdu ekstrаpolirаti nа ljudski 
organizam. Ovim testom ispituje se potencijаlnа sposobnost uzorаkа dа indukuju promene 
koje se očitаvаju u delijskoj deobi i porede sа kontrolаmа, pozitivnom, koju čini poznаti 
mutаgen i negаtivnom, koja je vodа stаndаrdnog kvаlitetа. 
 
 
2.7. EKSTRAKCIJA I EKSTRAKTI LEKOVITOG BILJA  
 
Ekstrakcija je tehnološka operacija kojom se iz droga biljnog i životinjskog porekla 
ekstrahuju, odnosno izdvajaju aktivni principi pomodu određenog rastvarača, ekstragensa. 
Operacija ekstrakcije ima veliki značaj u savremenoj tehnologiji i farmaciji, široko se 
primenjuje za proizvodnju galenskih preparata i hemijski čistih farmakološki aktivnih 
supstanci (Lepojevid, 2000). Aktivni principi ekstrahuju se iz droga različitim metodama 
(maceracijom, perkolacijom i dr.) i pod različitim uslovima (usitnjenost droge, odnos droge i 
rastvarača, temperatura i pritiskak ekstrakcije, ekstragens(i) i dr.), što zavisi od vrste 
farmaceutskog oblika koji se želi dobiti, prirode lekovite supstance, stanja droge i drugih 
faktora (Videntijevid, 2001).  
Ekstrakti su tečni, praškasti, odnosno granulisani preparati, dobijeni ekstrakcijom 
droge propisanim rastvaračem. Upotrebljeni rastvarač se posle ekstrakcije delimično, 
odnosno potpuno odstrani. Jugoslovenska farmakopeja (Ph. Jug. IV) propisuje tečne i suve 
ekstrakte. U zavisnosti od karaktera rastvarača koji je korišden za dobijanje ekstrakta, 
razlikuju se: vodeni ekstrakti (Extracta aquosa), alkoholni ekstrakti (Extracta spirituosa) i 
etarski ekstrakti (Extracta etherea). Tečni ekstrakti (Extracta fluida) su ekstrakti droga koji se 
najčešde izrađuju tako da jedan deo tečnog ekstrakta sadrži aktivne principe iz jednog dela 
droge, i naziva se tečni ekstrakt 1:1. Ponekad se tečni ekstrakti dobijaju i u drugim 
odnosima. Suvi ekstrakti (Extracta sicca) su ekstrakti droga iz kojih je pogodnim postupkom 
potpuno uklonjen rastvarač, sadrže više od 95% suvog ostatka. Za uparavanje, odnosno 
ugušdivanje tečnog ekstrakta i dobijanje suvih ekstrakata, najčešde se koristi, u 
laboratorijskim uslovima, rotacioni vakuum uparivač. Pomodu ovog uređaja ekstrakt se 
uparava pod sniženim pritiskom, a sam proces se može prekinuti kada se postigne željena 
gustina ekstrakta ili se uparavanje izvodi do potpunog uklanjanja rastvarača. Za sušenje 
ugušdenog ekstrakta najčešde se primenjuje vakuum sušnica i to na temperaturi 65-70°C. 
Sušenje se izvodi dok se masa suvog ekstrakta ne ustali, odnosno do konstantne mase 
(Lepojevid, 2000). Suvi ekstrakti su izrazito higroskopni, pa se u procesu izrade preparata 
dodaju adsorbensi, najčešde Aerosil® i trikalcijum-fosfat, da bi se procenat vlage smanjio. 
Ovako adsorbovani suvi ekstrakti pokazuju stabilnost i u sredini sa 90% relativne vlažnosti 
vazduha. Oni se mogu rastvarati u vodi ili alkoholu i tako formirati tečne ekstrakte ili tinkture 
(Đorđevid, 2008; Ph. Eur. VI). 
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Danas se teži da svi ekstrakti budu standardizovanog i kontrolisanog kvaliteta. Uz 
ujednačen kvalitet droge, opremu i ustaljen način izvođenja procesa ekstrakcije, trebalo bi 
dobijati i ekstrakte standardnog kvaliteta. Zbog neujednačenog kvaliteta droge i rastvarača, 
kvalitet ekstrakta je promenljiv. Zato je sada uobičajeno da se standardizacija ekstrakta vrši 
na osnovu količine određenog sastojka droge, odnosno nekog „marker“ jedinjenja koje je 
uvek prisutno u tkivu droge i posle u dobijenom ekstraktu (Kovačevid,2002). 
 
Usitnjenost biljnog materijala 
 
Kako se za ekstrakciju najčešde koriste droge, a ređe sveži biljni delovi, izdvajanje 
aktivnih materija iz droga uslovljeno je anatomskom građom samih droga. Za ekstrakciju 
kore, korena, plodova i semenki glavni uslov je odgovarajuda usitnjenost polaznog 
materijala. Usitnjavanjem se povedava specifična površina materijala, a time i mogudnost 
kontakta pojedinih čestica sa rastvaračem za ekstrakciju. U slučaju prevelike usitnjenosti 
ekstrakcija je otežana, jer se zasidenija ekstrakciona tečnost teško probija i kroz malo deblji 
sloj droge, pogotovo u prisustvu supstanci koje jako bubre. Osim toga, od jako usitnjene 
droge ekstrakt se teško odvaja, a jako usitnjena droga može naknadno adsorbovati ved 
ekstrahovanu aktivnu materiju. Stepen usitnjenosti biljnog materijala i čvrstih supstanci 
propisan je farmakopejama (Ph. Jug. IV, Ph. Eur. 6) i označen je arapskim brojevima u 
zagradi iza naziva droge ili preparata. Pri kontaktu rastvarača sa usitnjenim biljnim 
materijalom u oštedenim biljnim delijama dolazi do ispiranja, tj. rastvaranja njihovog 
sadržaja. U neoštedene delije rastvarač najpre mora da prodre. Bubrenjem membrana 
postaje manje čvrsta, pojavljuju se intermicelarni prostori i rastvarač ulazi u deliju. Zatim 
bubri protoplazma, a sadržaj delija se rastvara i ukoliko se nalazi u molekularnom rastvoru, 
izlazi difuzijom kroz intracelularne prostore u okolnu tečnost dok se ne uspostavi ravnoteža 
koncentracija unutar i izvan delija (Jovanovid, 2003). Droga koja se ekstrahuje mora biti 
usitnjena do određenog stepena koji varira u relativno uskim granicama (1-5 mm). Najčešde 
se postavlja ograničenje da udeo sitnih čestica, čiji je prečnik manji od 0,5 mm, ne bude vedi 
od 10% (Gorunovid i Lukid, 1995). 
 
Izbor rastvarača za ekstrakciju 
 
Izbor ekstragensa se vrši tako da omogudava što kvantitativnije iscrpljenje droge, 
odnosno ostvarenje visokih prinosa ekstrakcije. Takođe, neophodno je voditi računa i o 
selektivnosti ekstrakcije, odnosno dobijanju ekstrakata sa minimalnim sadržajem primesa, a 
maksimalnim sadržajem željenih aktivnih principa. Izbor rastvarača za ekstrakciju zavisi od 
stepena hidrofilnosti supstance koja se želi dobiti ekstrakcijom, pri čemu se može koristiti 
poznato pravilo, slično se rastvara u sličnom (Lepojevid, 2000). 
Za ekstrakciju lekovitog bilja koristi se čitav niz različitih organskih rastvarača, kao što 
su etiletar, metilenhlorid, hloroform, benzol i dr. Vedina organskih rastvarača je toksična za 
humani organizam. Takođe, oni nisu selektivni, tako da rastvaraju i visoko molekulske 
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sastojke, kao što su smole, voskovi, masna ulja i boje. Ekstrakti dobijeni upotrebom ovih 
rastvarača najčešde predstavljaju prvu fazu u proizvodnji farmakološki aktivnih supstanci. 
Upotrebljeni organski rastvarači iz ovakvih sistema uklanjaju se uparavanjem pod sniženim 
pritiskom, ali u krajnjem proizvodu rastvarač uvek zaostaje u određenoj količini (Vidovid, 
2011). 
Mešanjem alkohola i vode u različitim kvantitativnim odnosima dielektrična 
konstanta smeše se menja u širokim granicama, što omogudava primenu ovakvih smeša za 
ekstrakciju velikog broja supstanci iz biljnog materijala. Neophodno je istadi da rastvarač ne 
utiče samo na ekstrakciju neke određene grupe jedinjenja, ved i ukupna količina 
ekstrahovanih materija zavisi od polarnosti rastvarača (Lepojevid, 2000). Prednost ovog 
rastvarača, pored toga što se može koristiti za ekstrakciju čitavog niza različitih supstanci, je 
njegova netoksičnost u odnosu na ljudski organizam. Primenom smeše etanola i vode, kao 
relativno polarnog rastvarača, mogu se iz polaznog materijala ekstrahovati polarne 
komponete kao što su fenoli, flavonoidi, tanini, šederi, glikozidi, soli, neki vitamini i druga 
jedinjenja. (Vidovid, 2011). Kako izbor rastarača za ekstrakciju u velikoj meri određuju 
komponente koje se žele izdvojiti, nije najjednostavnije odrediti koji je rastavarač 
najpogodniji (čak i procenat etanola u ekstragensu kod ekstrahovanja polarnih supstanci), pa 
se zato za određivanje najpogodnijeg rastvarača pri ekstrakciji lekovitog bilja sve više 
primenjuje optimizacija procesa ekstrakcije. Na taj način se sa sigurnošdu može tvrditi da se 
primenjenim ekstragensom dobija ekstrakt najboljih osobina u odnosu na željene 
karakteristike (Xu i Diosady, 2010). 
Ugljendioksid u superkritičnom stanju je rastvarač pozitivnih karakteristika i on se 
primenjuje za dobijanje ekstrakta visoke čistode koji se koriste u farmaceutskoj i/ili 
prehrambenoj industriji. 
  
 
2.7.1. EKSTRAKCIJA I OPTIMIZACIJA 
 
Vedina aktivnih supstanci sadržanih u lekovitom bilju lako podleže hemijskim 
promenama, pod uticajem enzima ili drugih pratedih supstanci prisutnih u prirodnom 
materijalu, koje dovode do smanjenja ili gubitka lekovitih svojstava. Hemijske promene 
aktivnih sastojaka mogu nastati i u toku ekstrakcije, pod uticajem upotrebljenog rastvarača 
ili primenjenog tehnološkog režima (Pekid, 1980). Samim tim ekstrakcija zavisi od velikog 
broja procesnih parametara (veličine čestica, vremena, temperature, pritiska ekstrakcije, 
ekstragensa, itd.). Iz ovih razloga, u cilju dobijanja ekstrakta što boljeg kvaliteta, potrebno je 
operaciju ekstrakcije dobro proučiti i obezbediti odgovarajude uslove. Danas je razvijen veliki 
broj matematičkih modela koji opisuju zavisnost procesa ekstrakcije od različitih 
parametara. U novije vreme razvojem računarskih programa empirijski modeli zasnovani na 
postupku odzivne površine dobijaju na značaju u opisivanju ne samo ekstrakcije, ved i drugih 
difuzionih operacija. 
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Metoda odzivne površine 
 
Klasičan pristup eksperimentalnom radu istraživanja uticaja pojedinačnih faktora na 
neku pojavu ili proces (one at a time design) uključuje dosta napora i vremena, a u 
slučajevima kada su interakcije faktora značajne nije u potpunost tačan (Romagnoli i 
Gualtieri, 2009; Ozdemir i sar., 2008). Najefikasniji put povedanju vrednosti istraživanja i 
skradivanju vremena njegovog trajanja je planiranje eksperimenata (DOE, Design of 
Experiments). Za klasičan pristup eksperimentalnom radu potrebno je izvesti više hiljada 
eksperimenata, koje je teško analizirati, ali i izvesti, pa se u praksi broj eksperimenata 
redukuje smanjenjem broja ispitivanih faktora ili brojem njihovih ponavljanja, što za 
posledicu ima smanjenje pouzdanosti zaključaka izvedenih iz eksperimentalnih istraživanja 
(Lazid, 2004). Problem brojnosti eksperimenata i pouzdanosti zaključaka danas se rešava 
primenom planiranja eksperimenta. 
Metoda odzivne površine (RSM-response surface methodology) spada u najčešde 
korišdene postupke statistički planiranih eksperimenata (Myers i Montgomery, 2002). Ovu 
metodu su uveli Box i Wilson (1951), a kasnije je popularizovao Montgomery, a može se 
definisati kao empirijska statistička tehnika primenjena za regresionu analizu podataka 
dobijenih iz adekvatno planiranih eksperimenata simultanim rešavanjem sistema jednačina 
(Allen, 2006; Myers i Montgomery, 2002). Svaka od jednačina naziva se funkcija odziva, a 
njen geometrijski prikaz se naziva odzivna površina, koja se može prikazati u tri dimenzije ili 
kao konturne površine, u dve dimenzije (Brereton, 2007; Montgomery i Runger, 2003; Cox i 
Reid, 2000). Odzivne funkcije su polinomskog oblika s obzirom na to što se kvalitet fitovanja 
eksperimentalnih podataka može poboljšati povedanjem stepena polinoma. Ovakvi modeli 
su posebno pogodni za rešavanje optimizacionih problema, jer je njima mogude opisati 
interakcije velikog broja faktora, a procena kvaliteta fitovanja polinomskih modela se može 
lako odrediti (Lazid, 2004). Suština statističkog planiranja eksperimenata je u pronalaženju 
optimalnog rešenja (modela), čak i kad nije mogude utvrditi deterministički matematički 
model. Definisanje značajnosti pojedinih faktora mogude je uraditi pomodu Studentovog t-
testa, odnosno t-vrednosti povezanih sa svakim od koeficijenata polinoma, koje ukazuju koji 
faktori su značajni, odnosno koje od interakcija su bitne za posmatrani odziv. U 
istraživanjima se najčešde koriste slededi planovi: Box-Behnken dizajn (BBD), centralni 
kompozitni plan (CCD), potpuni eksperimentalni plan i dr. Metoda odzivne površine koristi 
se za opisivanje brojnih procesa (Cacae i Mazza, 2003; Shi i sar., 2003; Pathirana i Shahidi, 
2005; Spingo i sar., 2007; Wang i sar., 2008; Pompeu i sar., 2009; Jokid, 2010; Wijangaard i 
Bruton, 2010).  
 
 
2.7.2. EKSTRAKCIJA SUPERKRITIČNIM FLUIDIMA 
 
Superkritična ekstrakcija (Supercritical fluid extraction, SFE) predstavlja dobru 
alternativu klasičnim postupcima ekstrakcije. Ona predstavlja ekstrakciju gasovima pod 
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pritiskom i temperaturom iznad kritičnih vrednosti. Superkritični fluid nema definisano 
agregatno stanje, ved se njegove fizičko-hemijske karakteristike nalaze između karakteristika 
gasa i tečnosti. Gustina superkritičnih fluida slična je gustini tečnosti, a viskozitet sličan 
viskozitetu gasa (Pasquli, 2008). Jedan od najčešde korišdenih gasova u procesu 
superkritične ekstrakcije je ugljendioksid. Iznad temperature od 31,06°C i pritiska od 7,38 
MPa ugljendioksid prelazi u superkritično stanje. Iznad kritične tačke se malim promenama 
pritiska i/ili temperature menjaju i osobine superkritičnog gasa kao ekstragensa, čime je 
omogudena selektivna ekstrakcija. Povedanjem pritiska raste zapreminska masa i 
dielektrična konstanta, odnosno mod rastvaranja ekstragensa. Ugljendioksid u 
superkritičnom stanju ima osobine nepolarnog rastvarača, pa se njegovom primenom iz 
ispitivanog materijala mogu ekstrahovati nepolarne komponente: etarska ulja, masne 
kiseline, jedinjenja sterolne strukture, određeni vitamini, voskovi, itd.  
Osnovna prednost superkritične ekstrakcije u odnosu na druge postupke ekstrakcije 
je ta što se izvodi na umerenim temperaturama, pa se može primeniti za separaciju slabo 
isparljivih i termolabilnih komponenata. Zbog toga je ovaj način ekstrakcije od posebnog 
interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju (Skala i sar., 2002).  
Ovaj način ekstrakcije, osim ved navedenih, ima mnoge druge prednosti u odnosu na 
postupak ekstrakcije organskim rastvaračima: 
 superkritični fluid ima slične osobine kao i organski rastvarači, ali s boljom 
difuzijom, nižim viskozitetom i manjim površinskim naponom fluida, 
 razdvajanje ekstrakta od rastvarača je lako i brzo zbog mogudnosti regulisanja 
isparljivosti komponenata promenom pritiska i temperature, 
 dodavanjem kosolventa, odnosno modifikatora (metanola, etanola, vode i 
dr.) mogude je poboljšati rastvaranje i ekstrakciju polarnih supstanci čime se postiže veda 
selektivnost prilikom ekstrakcije, 
 nema zaostajanja rastvarača u dobijenom ekstraktu za razliku od upotrebe 
organskih rastvarača, 
 rastvarači (gasovi i voda) korišdeni u superkritičnoj ekstrakciji su jeftini i 
sigurni za okolinu, troškovi odlaganja nisu visoki, a u industrijskim procesima mogude je i 
recikliranje rastvarača, 
 mogude je ekstrahovanje komponenata sa visokim temperaturama ključanja 
na relativno niskim temperaturama, 
 proces je ekološki prihvatljiv,  
 za ekstrakciju superkritičnim fluidima se mogu primeniti postrojenja različitih 
kapaciteta, nivoa od analitičkih (manje od grama do nekoliko grama uzorka), preparativnih 
(nekoliko stotina grama uzorka), poluindustrijskih postrojenja (kilogram uzorka) do velikih 
industrijskih postrojenja (tone sirovine; npr. postrojenje za dekofeinizaciju kafe i čaja) (Lang i 
Wai, 2001; Luque de Castro i Jimenéz-Carmona, 2002; King 2002; Wang i Weller, 2006; 
Norhuda i Jusoff, 2009; Sahena i sar., 2009). 
Nedostaci ekstrakcije superkritičnim fluidima u poređenju sa drugim postupcima 
ekstrakcije ogledaju se u slededem: 
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 rad pri relativno visokim pritiscima, 
 veliki utošak energije za komprimovanje gasova, 
 vedi energetski troškovi usled složene regeneracije rastvarača, 
 veliki investicioni troškovi za procesnu opremu, 
 kompleksnost procesa.  
 
Pogodnom kombinacijom pritiska i temperature može se podešavati željeni efekat 
rastvaranja, odnosno može se postidi određena selektivnost ugljendioksida kao ekstragensa 
(Zekovid, 1998). Područja pritiska i temperature u okviru kojih se mogu izolovati različiti 
ekstrakti prikazani su na slici 22.  
 
Slika 22. Fazni dijagram (pritisak-temperatura) za CO2 
 
Prednosti ugljendioksida u odnosu na ostale gasove, koji se primenjuju za SFE, su 
sledede:  
 netoksičan je u odnosu na humani organizam i spada u GRAS ekstragense 
(Martenis, 2001),  
 nezapaljiv,  
 jeftin je i lako dostupan,  
 bez mirisa i ukusa, što mu omogudava upotrebu u prehrambenoj industriji,  
 omogudava frakcionisanje i selektivnu ekstrakciju,  
 ne ekstrahuje pesticide, kao ni proizvode njihove degradacije,  
ČVRSTO 
TEČNO 
GAS 
SUPERKRITIČNO 
TROJNA TAČKA 
KRITIČNA TAČKA 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
47 
 
 ima relativno niske vrednosti kritičnih parametara u odnosu na ostale gasove 
koji se primenjuju u ovoj tehnologiji,  
 lako se odvaja od ekstrakata,  
 njegova upotreba spada u ekološki bezbedne tehnologije, tzv. 
“environmental friendly” (El-Aty i sar., 2009).  
 
Ekstrakcija ugljendioksidom u superkritičnom stanju se izvodi pomodu uređaja koji je 
prikazan na slici 23. Ekstrakcija se vrši ugljendioksidom u ekstraktoru na određenoj 
temperaturi, određenom pritisku i pri određenom protoku ekstragensa, a dobijeni ekstrakt 
se od ugljendioksida odvaja u separatoru pri uslovima sniženog pritiska i temperature, 
odnosno pri uslovima pod kojim ugljendioksid prelazi u gasovito stanje. O ekstrakciji roda 
Morus superkritičnim ugljendioksidom nema podataka u naučnoj literaturi. 
 
 
 
Slika 23. Slika ekstraktora i uređaja za ekstrakciju 
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Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije realizovan je u laboratorijama Katedre 
za biotehnologiju i farmaceutsko inženjerstvo, Tehnološkog fakulteta u Novom Sadu. Deo 
istraživanja je urađen u laboratorijama Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, 
Biološkog instituta “Siniša Stankovid” Univerziteta u Beogradu, Instituta za virologiju, vakcine 
i serume (Torlak) u Beogradu, Instituta za prehrambene tehnologije (FINS) u Novom Sadu, 
Poljoprivrednog instituta u Osijeku i Prehrambeno-tehnološkog fakulteta u Osijeku, 
Hrvatska, Fakulteta za hemiju i hemijsku tehnologiju Univerziteta u Ljubljani, Slovenija, SP 
laboratoriji Novi Bečej i Fabrici za preradu voda, povrda, proizvodnju sokova, nektara i 
osvežavajudih bezalkoholnih pida “Nectar”, Bačka Palanka. 
 
 
3.1. MATERIJAL 
 
3.1.1. SIROVINE 
 
Biljni materijal je sakupljen na teritoriji Republike Srbije tokom 2010. godine. 
Materijal je pregledan i kolektovan u kolekciji primeraka jemstva (eng. Vaucher collection) 
Herbarijuma BUNS. Determinaciju je izvršio dr Goran Anačkov, docent na Departmanu za 
biologiju i ekologiju Prirodno-matematičkog fakulteta u Novom Sadu, Republika Srbija. U 
tabeli 7 prikazani su osnovni podaci o brojevima vaučera, lokalitetu i datumu sakupljanja 
biljnog materijala. 
Tabela 7.  Podaci iz vaučera ispitanih vrsta roda Morus 
Broj 
vaučera 
Vrsta Lokalitet 
Način 
uzgajanja 
Datum 
determinacije 
2-1794 
Morus alba L. 1753 
Moraceae 
Kad  
UTM 34T DR 2 11 
subspontano Jun 2010. 
2-1795 
Morus nigra L. 1753 
Moraceae 
Novi Sad, Rimski šančevi 
UTM 34T DR 2 01 
subspontano Jun 2010. 
 
Sakupljeni plod ispitivanih vrsta duda je nakon branja odložen u plastične vrede i 
čuvan u zamrzivaču. List i koren duda je osušen prirodnim putem (u hladu, na promaji) i 
nakon toga čuvan u papirnim vredama, nepropustljivim za vlagu, na sobnoj temperaturi, 
zaštideno od svetlosti. 
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3.1.2. KARAKTERIZACIJA PLODA  Morus VRSTE 
 
Određivanje sadržaja suve materije 
 
Suva materija predstavlja sadržaj svih komponenata ispitivanog uzorka bez vode. 
Sastoji se od rastvorljivih (šederi, kiseline i druge rastvorljive materije) i nerastvorljivih 
materija (skrob, celuloza, hemiceluloza, protopektin i dr.). Određivanje suve materije je 
jedna od najvažnijih i najviše korišdenih hemijskih metoda u ispitivanju kvaliteta sirovina, 
pomodnih sirovina, poluproizvoda i proizvoda od voda ili povrda. Kod svih vrsta voda, sadržaj 
suve materije je primarna karakteristika. Može se odrediti: 
 sušenjem i  
 refraktometrijski.  
Određivanje sadržaja suve materije sušenjem (suvi ostatak) podrazumeva 
određivanje ukupne suve materije koja se nalazi u ispitivanom materijalu. Suvi ostatak u 
plodu ispitivanih vrsta Morus određena je po standardnoj metodi (AOAC, 1984). 
Refraktometrijski određen sadržaj suve materije predstavalja u vodi rastvorljive 
supstance. Suva materija refraktometrijski u plodu ispitivanih vrsta Morus određena je na 
digitalnom refraktometru (ATR-ST, Schmidt-Haensch, Germany) primenom standardne 
metode (AOAC, 1984). 
 
Određivanje kiselosti 
 
Za kvalitet plodova od velikog značaja je i sadržaj organskih kiselina (limunska, 
askorbinska, jabučna, vinska, oksalna, sirdetna i dr.). Organske kiseline utiču na ukus, boju, 
stabilnost i održivost kvaliteta. Odnos šedera i kiselina je veoma bitan i koristi se za 
određivanje stepena zrelosti voda (Vračar, 2001). Kiselost ispitivanog duda određena je 
standardnom titracionom metodom (AOAC, 1984) i izražena je u odnosu na limunsku 
kiselinu. 
 
Određivanje pH vrednosti 
 
 Za kvalitet voda i mikrobiološku održivosti bitna karakteristika je pH vrednost, tj. 
aktuelni aciditet (Vračar, 2001). pH vrednost ispitivanih vrsta duda je određena 
standardnom metodom (AOAC, 1984) korišdenjem digitalnog pH-metra (Crison, Basic 20+, 
Espanola). 
 
Određivanje sadržaja redukujudih šedera 
 
 Posle vode, ugljeni hidrati su najzastupljeniji sastojci namirnica biljnog porekla. 
Sačinjavaju oko 80-90% suvih materija voda i predstavljaju važan izvor i rezervnu hranu 
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organizma (Vračar, 2001). Sadržaj redukujudih šedera u ispitivanim uzorcima duda određeni 
su volumetrijskom metodom po Luff-Schoorl-u (AOAC, 1984). 
 
3.1.3. OSNOVNA HEMIJSKA ISPITIVANJA DROGE Morus VRSTE 
 
Osnovnim hemijskim (gravimetrijskim) ispitivanjima droga dobijaju se podaci o 
parametrima koji definišu opšti kvalitet droga. 
U osnovna hemijska ispitivanja ubrajaju se: 
 određivanje gubitka sušenjem (vlage), 
 određivanje ostatka posle žarenja (pepela) i 
 određivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO2). 
 
Određivanje gubitka sušenjem (vlage) 
 
Sušenje biljnog materijala predstavlja najbolji način njegovog čuvanja, jer se sprečava 
razvoj mikroorganizama i zaustavljaju enzimski procesi. Sadržaj vlage u listu i korenu 
ispitivanih vrsta Morus, osušenih prirodnim putem, određen je gravimetrisjkim postupkom 
prema Ph. Jug. IV. 
 
Određivanje ostatka posle žarenja (pepela) 
 
 Količina neisparljivih mineralnih materija, koja se dobija posle potpunog sagorevanja 
droge, predstavlja ostatak posle žarenja (pepeo). Sadržaj pepela u listu i korenu određen je 
gravimetrijskim postupkom koji propisuje Ph. Jug. IV. 
 
Određivanje u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO2) 
 
U kiselini nerastvorljivi pepeo (SiO2), predstavlja deo pepela koji se ne rastvara u 
razblaženoj HCl. Sadržaj SiO2 u listu i korenu ispitivanih vrsta Morus, određen je 
gravimetrisjkim postupkom prema Ph. Jug. IV, neposredno posle određivanja sadržaja 
pepela. 
 
3.1.4. PRIPREMA MATERIJALA ZA EKSTRAKCIJU 
 
Pre procesa ekstrakcije uzorci ploda su usitnjeni u blenderu. Uzorci listova i korena 
duda su samleveni u mlinu i određen im je srednji prečnik čestica. Srednji prečnik čestica 
usitnjenog materijala određen je pomodu seta sita (Erweka, Nemačka) i jednačine:  
 
100
d
=   
mi
di
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gde su: d - srednji prečnik čestica, mi - maseni procenat i-te frakcije (%) i di - srednji prečnik i-
te frakcije.  
 
3.1.5. HEMIKALIJE I REAGENSI 
 
Linolna kiselina (99%), β-karoten (95%), Tween 40, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal 
(DPPH), trihlorsirdetna kiselina (TCA), Folin-Ciocalteu reagens, butilovani hidroksitoluen 
(BHT), askorbinska kiselina, etilendiamintetraacetat dihidrat (EDTA), ferosulfat heptahidrat, 
ferihlorid, galna kiselina, protokatehinska kiselina, vanilinska kiselina, sinapinska kiselina, 
siringinska kiselina, ferulna kiselina, rutin, 1-heksanal, metil metаn sulfonаt i 3-[4,5-
dimetilhumtiazol-2-ol]-2,5-dihemultetrazolijum-bromid (MTT) su proizvodi kompanije 
Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemačka). Dimetilformamid (DMF), dimetilsulfoniloksid 
(DMSO) i etanol HPLC čistode proizvedeni su u J. T. Baker (Deventer, Holandija), dok su 
metanol HPLC čistode, mravlja kiselina za HPLC, kao i kvercetin proizvedeni u kompaniji 
Merck (Darmstadt, Nemačka). Grain FAME Mix proizvod je kompanije Supelco (Bellefonte, 
SAD). Propanal, 1-heptanal pentanal i 1-oktanal nabavljeni su od dr. Ehrenstorfer (Augsburg, 
Nemačka). Ultračista voda je dobijena u laboratoriji, korišdenjem sistema Millipore, Elix UV i 
Simplicity Water Purification System-a (Molsheim, Francuska). Svi ostali reagensi i hemikalije 
upotrebljeni u eksperimentalnom radu su bili stepena analitičke čistode.  
 
 
3.2. METODE 
 
3.2.1. DOBIJANJE EKSTRAKATA  
 
Ekstrakcija ploda, lista i korena dve pomenute vrste duda podrazumevala je 
optimizaciju procesa ekstrakcije etanolom, dobijanje etanolnih ekstrakata pri optimalnim 
uslovima ekstrakcije i superkritičnu ekstrakciju lista duda. Dobijanje ekstrakata duda 
šematski je prikazano na slici 24 i obuhvatalo je sledede faze: 
1. Optimizacija procesa ekstrakcije lista i ploda duda i dobijenje optimalnih 
parametara ekstrakcije etanolom, 
2. Dobijanje etanolnih ekstrakata duda (ploda, lista i korena) na optimalnim 
uslovima ekstrakcije, 
3. Superkritična CO2 ekstrakcija lista duda i 
4. Dobijanje etanolnih ekstrakata iscrpljene droge lista (droga zaostala nakon 
superkritične CO2 ekstrakcije). 
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Slika 24. Šematski prikaz dobijanja ekstrakata lista duda 
 
Ovako dobijeni ekstrakti su dalje analizirani radi utrvđivanja sastava, aktivnosti, 
delovanja i mogude upotrebe. 
 
 
3.2.1.1. EKSTRAKCIJA ETANOLOM  
 
Samleveni uzorci lista duda ekstrahovani su etanolom kao ekstragensom. U cilju 
određivanja optimalnih parametara ekstrakcije etanolom primenjen je Model odzivne 
površine (RSM). Određivanjem optimalnih parametara ekstrakcije određene su vrednosti 
koncentracije etanola, temperature i odnosa droga:rastvarač koje su korišdene za dobijanje 
ekstrakata koji su dalje ispitivani. 
 
Metod odzivne površine 
 
RSM je skup statističkih i matematičkih metoda pogodnih za razvoj, poboljšanje i 
optimizaciju procesa u kojima karakteristika od važnosti (npr. prinos ekstrakcije) zavisi od 
nekoliko promenljivih, a krajnji cilj je optimizacija te karakteristike. Ova metoda ima važnu 
primenu u izradi modela, razvoju i formulisanju novih proizvoda, kao i u unapređenju 
postojedih proizvodnih modela. Takođe, na ovaj način se jasno definiše uticaj nezavisnih 
promenljivih na proces, samih ili u kombinaciji.  
 
 Optimizaciju pomodu RSM mogude je podeliti u tri faze: 
1. Određivanje nezavisnih parametara i njihovih nivoa. Kako je nemogude odrediti 
uticaj svih parametara, potrebno je izabrati parametre sa najvedim uticajem. Za odabrane 
parametre vrlo je važno odrediti nivoe ispitivanja jer je uspeh optimizacije procesa direktno 
povezan sa njima. Pogrešno odabrani nivoi dovode do neuspešne optimizacije. Kako bi se 
SAMLEVENA DROGA 
Superkritična CO2 
ekstrakcija (SFE) 
CO2 ekstrakt 
(analiza) 
Ekstrakcija etanolom 
(optimizacija ekstrakcije) 
Suvi ekstrakt 
(analiza) 
Iscrpljena droga 
(Ekstrakcija etanolom) 
Suvi ekstrakt 
(analiza) 
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izvršilo modelovanje procesa realne vrednosti ispitivanih parametara se prevode u kodirane 
vrednosti koje se dalje koriste u modelovanju. 
 Opšta jednačina koja se koristi za kodiranje realnih vrednosti parametara ima oblik: 
 
𝑋 =
𝑥 −  𝑥𝑚𝑎𝑥 + 𝑥𝑚𝑖𝑛  2 
 𝑥𝑚𝑎𝑥 − 𝑥𝑚𝑖𝑛  2 
 
 
gde je: 
x – prava vrednost promenljive, 
X – kodirana vrednost promenljive, 
xmax – maksimalna vrednost prave vrednosti promenljive i  
xmin – minimalna vrednost prave vrednosti promenljive. 
 
2. Izbor odgovarajućeg eksperimentalnog modela, predviđanje i provera jednačine 
modela. Kompjuterski programski paketi nude optimalni model zasnovan na posebnom 
kriterijumu i podacima koje unosi korisnik. Ovi modeli se razlikuju jedan od drugog po izboru 
eksperimentalnih tačaka i broju ponavljanja. Nakon izbora modela, određuje se jednačina 
modela i regresioni koeficijenti (Bas i sar., 2007). Za optimizaciju eksperimentalnih rezultata 
u metodi odzivne površine najčešde se koristi model Box-Behnken sa tri promenljive, koji 
predstavlja kvadratnu jednačinu ili njen skradeni oblik: 
 
  jiijiiiiii XXbXbXbbY 20  
gde su: 
Y – odzivna funkcija, 
b0 – odsečak, 
bi – linearni koeficijent, 
bii – kvadratni koeficijent, 
bij – koeficijent interakcije,  
Xi, Xj – kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (Wang i sar., 2008). 
 Nakon određivanja koeficijenata, proračun odziva se izračunava pomodu jednačine 
modela. Pogodnost modela, odnosno provera da li model odgovara eksperimentalnim 
uslovima, obično se tumači na osnovu koeficijenata determinacije (R2), kao mere odstupanja 
odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata. 
 
3. Grafičko prikazivanje jednačine modela i određivanje optimalnih radnih uslova. 
Jednačina modela grafički može biti prikazana na dva načina, u dve ili tri dimenzije. 
Trodimenzionalni dijagram se naziva odzivna površina i on pokazuje povezanost odziva i 
nezavisno promenljivih. Dvodimenzionalni dijagram, u obliku kontura, daje dobru sliku 
oblika odzivne površine. Kada ovaj dijagram pokaže elipsu ili krug, centar sistema daje 
maksimum ili minimum odziva. Ukoliko dijagram pokaže hiperbolu ili parabolu, fiksna tačka 
se naziva prevojna tačka i ona nije ni minimum ni maksimum. 
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 Fiksna tačka (minimalna ili maksimalna) je tačka u kojoj je prvi izvod date funkcije 
jednak nuli: 
 
Y =  f (X1,X2,X3) = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X1
2 + b22X2
2 + b33X3
2 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 
 
𝜕𝑦
𝜕𝑥1
= 𝑏1 + 2𝑏11𝑥1 + 𝑏12𝑥2 + 𝑏13𝑥3 = 0 
𝜕𝑦
𝜕𝑥2
= 𝑏2 + 2𝑏22𝑥2 + 𝑏12𝑥1 + 𝑏23𝑥3 = 0 
𝜕𝑦
𝜕𝑥3
= 𝑏3 + 2𝑏33𝑥3 + 𝑏13𝑥1 + 𝑏23𝑥2 = 0 
 
 Izračunate vrednosti X1, X2 i X3 označavaju kodirane vrednosti nezavisnih promenljivih 
koje daju najvedi ili najmanji odziv (Bas i sar., 2007).   
 
Sve vrednosti nezavisno promenljivih u ovom radu ispitivane su na 3 nivoa (-1, 0, 1), 
a njihove kodirane i nekodirane vrednosti date su u tabeli 8. 
 
Tabela 8. Kodirane i nekodirane vrednosti nivoa nezavisno promenljivih 
Nezavisne promenljive Simbol Nivoi 
  (-1) (0) (+1) 
Rastvarač (%) X1 40 60 80 
Temperatura (°C) X2 40 60 80 
Rastvarač:droga (ml/g)* 
X3 
10 20 30 
Vreme (min)** 20 40 60 
*ekstrakcija lista 
**ekstrakcija ploda 
 
Ispitana su tri procesna parametra: rastvarač (koncentracija etanola), temperatura i 
odnos rastvarač:droga. Praden je uticaj varirajudih parametara na prinos ekstrakcije, ukupni 
sadržaj fenola i flavonoida, i antioksidativnu aktivnost (DPPH test). U tabeli 9 prikazan je 
dizajn po kom su urađeni eksperimenti u cilju optimizacije ekstrakcije etanolom. 
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Tabela 9. Eksperimentalni dizajn optimizacije ekstrakcije etanolom 
R. br. 
LIST PLOD 
Koncentracija 
etanola 
(%) 
Temperatura 
(°C) 
Rastvarač:droga 
(ml/g) 
Koncentracija 
etanola 
(%) 
Temperatura 
(°C) 
Vreme 
(min) 
1 40 40 20 40 40 40 
2 40 60 10 40 60 20 
3 40 80 20 40 80 40 
4 40 60 30 40 60 60 
5 60 40 10 60 40 20 
6 60 80 10 60 80 20 
7 80 60 10 80 60 20 
8 80 80 20 80 80 40 
9 80 60 30 80 60 60 
10 60 80 30 60 80 60 
11 60 60 20 60 60 40 
12 60 60 20 60 60 40 
13 60 60 20 60 60 40 
14 60 60 20 60 60 40 
15 60 60 20 60 60 40 
16 80 40 20 80 40 40 
17 60 40 30 60 40 60 
 
 Statistička obrada eksperimentalnih podataka urađena je komercijalnim programom 
Design-Expert®, ver. 7 (Stat Ease, SAD). Analiza varijanse (ANOVA) je primenjena pri obradi 
podataka sa kriterijumom da je stepen pouzdanosti 95,0%. 
 Nakon dobijanja optimalnih parametara ekstrakcije etanolom uzorci su pripremani 
na slededi način: 10 g uzorka ekstrahovano je sa odgovarajudom zapreminom ekstragensa 
na modelom propisanoj temperaturi, u vodenom kupatilu, u periodu od 90 minuta. Nakon 
filtracije, dodata je nova zapremina ekstragensa i postupak ponovljen dva puta, u cilju 
iscrpljenja droge. Nakon toga, filtrati su spojeni i određena je ukupna zapremina dobijenog 
tečnog ekstrakta koji je uparen na rotacionom vakuum uparivaču do suva. Dobijeni ekstrakti 
sušeni su na temperaturi od 60°C do konstantne mase. Isti postupak ekstrakcije je primenjen 
za sve delove, plod, list i koren obe ispitivane vrste Morus. Jedina razlika je ta što je 
rastvarač za ekstrakciju ploda sadržao 0,5% sirdetne kiseline. Tako dobijeni suvi ekstrakti 
ploda, lista i korena crnog i belog duda preneti su u staklene bočice, koje su zatvorene i 
čuvane u frižideru na temperaturi od 4°C. 
 
 
3.2.1.2. SUPERKRITIČNA EKSTRAKCIJA 
 
Ekstrakti lista crnog i belog duda dobijeni su superkritičnom ekstrakcijom 
ugljendioksidom primenom uređaja čiji su osnovni delovi dati na slici 25 (Zekovid, 1998). 
Masa uzorka u ekstraktoru za ispitivane vrste duda je iznosila 100,0 g. Ekstrakcija M. alba i 
M. nigra folium izvršena je na pritisku 100 bar i na temperaturi od 40°C, pri protoku 
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ugljendioksida od 0,194 kg/h. Vreme ekstrakcije iznosilo je 17 sati. Prinos ekstrakcije praden 
je nakon 15, 30, 45, 60, 90, 120 minuta i na svaki sat do ukupnog vremena od 17 sati. 
 
 
Slika 25. Šema uređaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom 
1 - merni konektor; 2 - filteri; 3 - kompresor sa dijafragmom; 4 - kontrolni ventil;               
5 - sigurnosni ventil; B - boca sa ugljendioksidom; V - ventil; M - manometer;                   
RV - regulacioni ventil; IT - izmenjivač toplote; P - manometar; E - ekstraktor (V = 200 
ml); T - termometar; UT - ultratermostat; S - separator (V = 200 ml); Eks - ekstrakt;  
MP - merač protoka 
 
Iscrpljena droga zaostala nakon ekstrakcije superkritičnim ugljendioksidom je 
ekstrahovana etanolom po predhodno opisanoj proceduri (poglavlje 3.2.1.1.). Dobijeni suvi 
ekstrakti lista belog i crnog duda su preneti u staklene bočice, koje su zatvorene i do analize 
čuvane u frižideru na temperaturi od 4°C. 
 
 
3.2.2. ISPITIVANJE HEMIJSKOG SASTAVA EKSTRAKATA  
 
3.2.2.1. Ukupan prinos ekstrakcije 
 
Ukupan prinos ekstrakcije određen je primenom standardne metode po Ph. Jug. IV 
(1984). Nakon filtracije od dobijenog tečnog ekstrakta, otpipetira se 50 ml, prenosi u 
prethodno izmeren balon i uparava do suva na rotacionom vakuum uparivaču. Upareni 
ekstrakt se suši u sušnici na temperaturi od 105°C u toku 3 sata i do konstantne mase. Za 
svaki uzorak postupak ekstrakcije je ponovljen tri puta. Prinos ekstrakcije dat je kao g suvog 
ekstrakta/100 g droge (%, m/m). 
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3.2.2.2. Sadržaj ukupnih fenola 
 
Sadržaj ukupnih fenola u suvim ekstraktima duda određen je metodom po Folin-        
-Ciocalteu (Singelton i Rosi, 1965).  Metoda po Folin-Ciocalteu je zasnovana na merenju 
redukujudeg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, čijom disocijacijom nastaje proton i 
fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo 
obojenog jona (Fenol-MoW12O40)
4-: 
 
Na2WO4/Na2MoO4 + Fenol → (Fenol – MoW11O40)
4– 
Mo(VI) (žuto obojen) + e
– → Mo(V) (plavo obojen) 
 
Reakcija na kojoj se zasniva merenje sadržaja ukupnih fenolnih komponenata nije 
specifična, jer na isti način sa Folin–Ciocalteu reagensom mogu da reaguju još neka 
jedinjenja. Da bi se odredio sadržaj pojedinačnih fenolnih komponenata u nekom uzorku 
potrebna je primena kvalitativne i kvantitativne analitičke metode, odnosno HPLC (High 
Pressure Liquid Chromatography), koja je i najčešde korišdena metoda za određivanje 
sadržaja pojedinačnih fenolnih komponenata. 
Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u različitim koncentracijama. 
Reakciona smeša je pripremljena mešanjem ekstrakta duda (0,1 ml), 7,9 ml destilovane 
vode, 0,5 ml reagensa Folin-Ciocalteu i 1,5 ml 20% Na2CO3. Kao slepa proba koristi se smeša 
u koju je umesto 0,1 ml uzorka dodato 0,1 ml destilovane vode. Nakon inkubacije od 1 h na 
sobnoj temperaturi, meri se apsorbanca ispitivane smeše na talasnoj dužini od 750 nm. Za 
svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta. Ukupan sadržaj fenola u analiziranim uzorcima 
izražen je kao mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g suvog ekstrakta ± standardna 
devijacija (mg EHK/g ± SD).  
 
3.2.2.3. Sadržaj ukupnih flavonoida  
 
Sadržaj ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima duda određen je kolorimetrijskom 
metodom po Markham-u (1989). Određivanje sadržaja ukupnih flavonoida zasnovano je na 
njihovoj osobini da sa metalima daju odgovarajude metalo-komplekse. Naročito važan je Al- 
-kompleks (slika 26). 
 
 
Slika 26. Struktura rutina i njegov kompleks sa aluminijumom 
rutin 
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Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u različitim koncentracijama. 
Reakciona smeša je pripremljena mešanjem 1 ml uzorka sa 4,0 ml destilovane vode i 0,3 ml 
5% Na-nitrita. Kao slepa proba koristi se smeša u koju je umesto 1 ml uzorka dodato 1 ml 
destilovane vode. Smeša je inkubirana na sobnoj temperaturi 6 minuta. Nakon inkubacije u 
reakcionu smešu doda se 0,3 ml AlCl3x6H2O i 5 minuta kasnije još 2 ml 1 M NaOH. Dobijena 
smeša se dopuni destilovanom vodom do ukupne zapremine od 10 ml. Apsorbanca uzorka 
se meri na talasnoj dužini od 510 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta. Ukupan 
sadržaj flavonoida u analiziranim uzorcima izražen je kao mg ekvivalenta rutina po g suvog 
ekstrakta ± standardna devijacija (mg RE/g ± SD).  
 
 
3.2.2.4. Sadržaj antocijana 
 
Za određivanje sadržaja antocijana u ekstraktima ploda vrsta Morus primenjene su 
Singl pH i pH diferencijalna metoda. Kvantitativno određivanje sadržaja ukupnih antocijana 
(nedegradiranih monomera i proizvoda njihove degradacije) zasniva se na osobini antocijana 
da pri promeni pH sredine reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri čemu dolazi i do 
promena apsorpcionog spektra. Sadržaj ukupnih antocijana određuje se „singl“ metodom, 
jer je izmerena apsorbanca rastvora antocijana pri pH 1 proporcionalna sadržaju ukupnih 
antocijana. Određivanje sadržaja monomera antocijana izvodi se pH diferencijalnom 
metodom, koja se zasniva na osobini monomera antocijana da su pri pH 1 u obliku 
oksonijum jona (crveno obojeni), dok su pri pH 4,5 antocijani u poluketalnom obliku 
(bezbojni). 
Suvi ekstrakt duda je rastvoren u destilovanoj vodi u različitim koncentracijama. 
Odmerena je zapremina od po 0,25 ml rastvora ekstrakta i preneta u dva odmerna suda od 
10 ml, koji su zatim dopunjeni puferom pH 1, odnosno pH 4,5. Nakon 15 minuta izmerene su 
apsorbance na 515 nm i 700 nm. Koncentracija ukupnih antocijana u prečišdenom ekstraktu 
(Cuk) izračunata je kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli: 
 
Cuk =
Auk  M F 1000
ε l
 
gde su:   
Auk = (A515 − A700 )pH 1  
M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida) 
F = 20 (faktor razblaženja ekstrakta) 
ε = 26900 
l
mol  cm
  (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida) 
l = 1 cm (debljina kivete) 
Koncentracija nedegradiranih - monomernih antocijana (Cmon) u ekstraktu izračunata 
je kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli: 
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Cmon =
Amon  M F 1000
ε l
 
gde je:  
Amon – apsorbanca razblaženog ekstrakta, koja je izračunata prema formuli: 
 
Auk = (A515 − A700 )pH 1  −   (A515 − A700 )pH 4,5  
 
Izračunate koncentracije Cuk i Cmon u ekstraktima izražene su kao mg ekvivalenta 
cijanidin-3-glukozida po g suvog ekstrakta  ± SD (mg C3G/g).  
 
 
3.2.2.5. HPLC analiza polifenolnih komponenti 
 
Sadržaj polifenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima vrsta Morus određen je HPLC 
tehnikom, koja je jedna od najviše korišdenih metoda za analizu biljnih fenola. Fenolne 
materije se obično analiziraju korišdenjem različitih vrsta detektora kao što su: UV-VIS 
detektori sa fotodiodnim nizom (PDA), diodnim nizom (DAD), kao i UV fluorescentni 
detektori. Primena DAD detektora obezbeđuje skeniranje celog UV-VIS područja od 210-650 
nm (Živkovid, 2009). Određivanje polifenolnih komponenata u suvim ekstraktima duda 
urađeno je na aparatu HPLC Agilent 1200 serije (Agilent Technologies, SAD). Korišdena je 
kolona Agilent, Eclipse XDB-C18 (4,6 x 50 mm, 1,8 μm). Detekcija razdvojenih pikova 
izvršena je primenom detektora sa serijom dioda (Diode Array Detector, DAD) na 280, 330 i 
350 nm, a apsorpcioni spektri komponenata su snimljeni u opsegu od 210 do 400 nm, R 
500/100 nm. Kao mobilna faza korišden je sistem rastvarača: A – metanol i B – 1% mravlja 
kiselina (v/v). Razdvajanje komponenata je izvedeno primenom slededeg linearnog 
gradijenta: 0-10 min, 10-25% A; 10-20 min, 25-60% A; 20-30 min, 60-70% A. Završetak 
analize, odnosno „stop time“ je podešen na 45 min, nakon čega je koloni ostavljeno vreme 
da se uravnoteži na početne uslove 10% A, tako što je „post time“ podešen na 10 min. 
Protok mobilne faze iznosio je 1 ml/min. Automatski je injektovano 5 μl uzorka korišdenjem 
autosamplera. Kolona je termostatirana na temperaturi od 30°C (Mišan i sar., 2011). 
Za HPLC određivanja su korišdeni suvi ekstrakti duda rastvoreni u mobilnoj fazi (A:B, 
1:1, v/v) koji su pre injektovanja u aparat profiltrirani kroz filtere sa porama veličine 0,45 μm 
(Reg Cellulose filters, Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Nemačka). Polifenolne 
komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poređenjem njihovih retencionih 
vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku komponentu. 
U tabeli 10 je prikazan spisak svih standarda i njihovih retencionih vremena korišdenih u 
analizi. Za potvrdu identifikacije komponente utvrđena je i čistoda pika. Kvantifikacija 
komponenata je izvršena metodom spoljašnjeg standarda. Za svaki pojedinačni standard 
pripremljen je metanolni rastvor standarda koncentracije 1,0 mg/ml. Od ovog rastvora 
pripremljena je serija razblaženih rastvora standarda koncentracija u opsegu 0,002-0,030 
mg/ml. Na osnovu dobijenih površina pikova u zavisnosti od koncentracije standarda 
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konstruisan je dijagram zavisnosti za svaki standard. Iz dobijene jednačine linearne 
zavisnosti koncentracije i površine pika izračunate su koncentracije pojedinih polifenonih 
jedinjenja u ispitivanim uzorcima. 
 
Tabela 10. Standardi i retenciona vremena standrda korišdenih u HPLC analizi 
R. br. Jedinjenje tR 
1 Galna kiselina 1,073 
2 Protokatehinska kiselina 2,111 
3 p-Hidroksibenzoeva kiselina 3,679 
4 Katehin 4,066 
5 Kafena kiselina 5,101 
6 Vanilinska kiselina 5,393 
7 Hlorogenska kiselina 5,597 
8 Siringična kiselina 6,976 
9 Epikatehin 7,653 
10 p-Kumarinska kiselina 8,643 
11 Ferulna kiselina 10,646 
12 Sinapična kiselina 12,928 
13 Rutin  14,914 
14 Miricetin  15,769 
15 Rozmarinska kiselina 16,178 
16 Cimetna kiselina 16,958 
17 Kvercetin  17,945 
18 Naringenin  18,057 
19 Luteolin  18,615 
20 Kempferol  19,639 
21 Apigenin  19,933 
 
 
3.2.2.6. HPLC analiza saharida 
 
Sadržaj saharida u ekstraktima ploda duda određen je na aparatu Perkin-Elmer HPLC 
sistem serije 200 sa integratorom, izokratskom pumpom, refraktivnim indeks detektorom 
(RI) i softverom TotalChrom Navigator. Za analizu je korišdena kolona MetaCharb Ca Plus 
(300 x 7,8 mm) koja je termostatirana na 90°C. Suvi ekstrakti ploda duda (0,1 g) rastvoreni 
su u dejonizovanoj vodi (10 ml) i pre injektovanja profiltrirani kroz filtere veličine pora 0,45 
μm. 20 µl rastvora uzorka je injektovano i eluirano mobilnom fazom (dejonizovana voda) pri 
protoku od 0,5 ml/min. Kao interni standard korišden je rastvor galaktoze koji je dodat u 
uzorak. Standardna smeša jedinjenja sadržala je saharozu, glukozu, galaktozu i fruktozu 
koncentracije 1 mg/ml. Pojedinačni i ukupni šederi prisutni u ispitivanim uzorcima su 
identifikovani poređenjem retencionih vremena, a kvantifikovani pomodu površine pikova 
metodom internog standarda. Sva merenja ponovljena su tri puta. 
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3.2.2.7. Sadržaj mikro-, makro- i toksičnih elemenata primenom ICP-OES metode 
 
Određivanje metala u hrani i biljnom materijalu se uglavnom sprovodi primenom 
atomske apsorpcione spektrometrije (AAC). Međutim, poslednjih godina sve vedu primenu u 
ovoj oblasti zbog svoje visoke pouzdanosti i tačnosti nalaze nove metode zasnovane na X-     
-zracima (X-ray fluorescence methods), kao i neutron aktivaciona analiza i indukovana 
kuplovana plazma (ICP) (Bhat, 2010). Za određivanje sastava elemenata u ekstraktima duda 
primenjena je metoda Indukovana kuplovana plazma optički emisione spektrometrije 
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES), koja omogudava brzo i 
precizno analiziranje 75 elemenata prirodnog sistema. 
Ekstrakti različitih delova belog i crnog duda su mikrotalasnom digestijom 
pripremljeni za određivanje mikro-, makro- i toksičnih elemenata. Za digestiju je korišden 
sistem ETHOS 1 (Advanced Microwave Digestion System, Milestone, Italija) sa HPR-1000/10S 
visokopritisnim rotorom. Digestija je vršena u PTFE vijalama, zapremine 100 ml. Za ovu 
analizu, 1 g uzorka suvog ekstrakta je prenet u čistu vijalu uz dodatak 8 ml 65% HNO3 i 1 ml 
30% H2O2 tokom 40 minuta. Temperatura mirkotalasnog programa je prvih 20 minuta rasla 
do 200°C i nakon toga održavana na 200°C tokom 20 minuta. Nakon hlađenja i filtracije 
uzorak je kvantitativno prenet u normalni sud od 25 ml uz dodatak destilovane vode i 
injektovan u ICP-OES sistem. 
Primenjeni sistem za analizu elemenata u ekstraktima duda je Thermo Scientific iCAP 
6500 Duo ICP sistem (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, Velika Britanija) koji sadrži  
RACID86 Charge Injector Device (CID) detektor, koncentrični tip raspršivača, kvarcni injektor 
i cikličnu sprej komoru. Za analizu As i Hg korišdena je integrisana hibridna tehnika (HG-ICP-  
-OES). Analiza ekstrakata izvršena je primenom operativnih uslova (tabela 11), talasnih 
dužina (tabela 12) i standradnog referentnog materijala lista paradajza NIST-SRM 1573a. Sva 
merenja su ponovljena tri puta. 
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Tabela 11. Operativni uslovi za ICP-OES 
 
 
 
Table 12. Emisione linije 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parametar Uslovi 
Snaga radio frekvencije (RF) 1150 W 
Plazma  Axial  
Raspršivač Standardni stakleni, 
koncentrični* 
Sprej komora Standardni stakleni ciklonski* 
Keramički centar cevi 2 mm 
Gas Argon 
Protok raspršivača (argon) 0,70 L/min** 
Protok pomodnog gasa (argon) 0,5 L/min 
Protok rashladnog gasa (argon) 12 L/min 
Vreme uzorkovanja 40 s 
Pumpa 50 rpm 
Vreme integracije 
      (166 -230 nm)   
      (230-847 nm) 
 
15 s               
  5 s 
Softwer iTEVA  
* za HG-ICP-OES nisu korišdeni 
** za HG-ICP-ES 0,40 L/min 
Element Atom/Jon Talasna dužina (nm) 
Al I 394,401 
As I 193,759 
B I 208,893 
Ca II 315,887 
Cd II 214,438 
Co II 228,616 
Cr II 267,716 
Cu II 224,700 
Fe II 240,488 
Hg I 184,950 
Li I 670,784 
Mg I 285,213 
Mn II 257,610 
Na I 589,592 
Ni II 231,604 
Pb II 220,353 
Se I 196,090 
Sr II 421,552 
Zn I 213,856 
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3.2.2.8. Sadržaj masnih kiselina primenom GC/FID metode  
 
Ekstrakt duda (200 mg) je rastvoren u 1 ml petroletra na ultrazvučnom kupatilu, 
tokom sat vremena. Nakon filtracije, postupak je ponovljen još dva puta i dobijeni filtrati su 
spojeni i preneti u balon od 250 ml. Rastvarač je uklonjen uparavanjem na vakuum 
uparivaču i tako dobijen uzorak je korišden za analizu. 
 Esterifikacija masnih kiselina izvršena je tako što je 60 mg uzorka pomešano sa 4 ml 
izooktana i rastvaranje uzorka je izvršeno na povišenoj temperaturi uz primenu ultrazvučnog 
kupatila. U rastvor je dodato 200 µl KOH (2,3 mol/l) i snažno je mudkano tokom 30 s. Nakon 
sušenja (NaHSO4) i razdavajanja slojeva, 1 ml izooktanskog sloja je izdvojen za analizu.  
Radi poređenja lipidnog profila ekstrakata lista i ploda duda isti postupak 
određivanja sadržaja masnih kiselina je primenjen i za analizu ekstrakta ploda. Ekstrakt 
ploda je dobijen tako što je 100 g homogenizovanog svežeg ploda pomešano sa 100 ml 
apsolutnog etanola (Elmaci i Altrug, 2003) i ekstrakcija je vršena mudkanjem u toku jednog 
sata. Ukupna masa je, zatim, preneta u levak za odvajanje i dodat je dietiletar (150 ml). U 
toku 10 sati sadržaj levka je mudkan na svakih pola sata (uz otvaranje slavine), nakon čega je 
profilftiran, a dobijeni filtrat uparen do suva. Ovako pripremljeni suvi ekstrakt je korišden za 
dalju analizu. 
Sadržaj masnih kiselina u ekstraktima duda određen je metodom gasne 
hromatografije (Gas Chromatography, GC) sa plamenojonizacionim detektorom (Flame 
Ionization Detector, FID) na aparatu Agilent 6890 GC sistem. Korišdena je kolona HP-88 (100 
m, 0,25 mm, 0,20 µm I.D.). Temperaturni program hromatogramskog razdvajanja je 
podrazumevao početnu temperaturu od 120°C (1 minut), zatim povedanje na 175°C 
temperaturnim gradijentom 10°C/min (zadržavanje 10 minuta), a potom 5°C/min do 
temperature 210°C (zadržavanje 5 minuta) i na kraju finalno povedanje temperature do 
230°C uz porast od 5°C/min sa zadržavanjem od 12 minuta. Temperatura injektora je 250°C, 
detektora 300°C, kao gas nosač korišden je helijum na konstantnom pritisku 915.259,60 Pa. 
Ukupno vreme analize je 44,5 minuta. Na osnovu retencionog vremena dobijenih pikova u 
uzorku i standardnih supstanci metil estara masnih kiselina FAME standarda određeni su 
sadržaji pojedinačnih masnih kiselina (%) u ekstraktima duda.  
 
 
3.2.2.9. Sadržaj ukupnih karotenoida  
 
Sadržaj ukupnih karotenoida u superkritičnim ekstraktima lista i ekstraktu ploda 
duda dobijenog dietiletrom određen je primenom spektrofotometrijske metode (Gao i sar., 
2000). Ekstraktu duda je rastvorenom u n-heksanu (0,5 g ekstrakta/ml) dodat je 5% NaCl 
(0,5 ml), a zatim je rastvor mešan na vorteksu 30 sekundi i centrifugiran 10 minuta na 4.500 
o/min. Nakon toga odvojenom supernatantu (0,1 ml) je dodat n-heksan (4,9 ml). 
Apsorbanca rastvora je merena na 460 nm. Za svaki uzorak postupak je ponovljen tri puta. 
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Ukupan sadržaj karotenoida u analiziranim uzorcima izražen je kao mg ekvivalenta β-             
-karotena po g suvog ekstrakta ± standardna devijacija (mg β-karotena/g ± SD ).  
 
3.2.3. ISPITIVANJE DELOVANJA EKSTRAKATA 
 
3.2.3.1. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE 
 
3.2.3.1.1. DPPH metod  
 
Određivanje sposobnosti neutralizacije DPPH• (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala 
urađeno je primenom spektrofotometrijske metode (Espin i sar., 2000) koja je zasnovana na 
pradenju promene boje ljubičasto obojenog rastvora stabilnog DPPH• radikala u redukovanu, 
žuto obojenu formu, DPPH-H. Pojava žute boje objašnjava se sposobnošdu pojedinih 
komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri čemu DPPH• prelazi u 
redukovani neutralni DPPH-H oblik (slika 27).  
 
            DPPH* radikal (ljubičast)  DPPH-H (žut) 
Slika 27. Radikalska i redukovana forma DPPH 
 
Za razliku od laboratorijski generisanih slobodnih radikala, kao što su superoksid i 
hidroksil radikal, upotreba ovog stabilnog radikala ima svoje prednosti jer na njega ne mogu 
uticati sporedne reakcije (heliranje od strane metala ili enzimska inhibicija). Antioksidativna 
aktivnost određena primenom ove metode izražava se preko RSC vrednosti (kapacitet 
“hvatanja” radikala, ili Radical Scavengig Capacity), koja se izračunava primenom jednačine: 
RSC (%) = 100 −
Auz  100
Asp
 
gde su: 
Auz- apsorbanca uzorka, 
Asp- apsobranca slepe probe. 
Suvi ekstrakt duda, dobijen primenom etanola kao ekstragensa, rastvori se u vodi do 
koncentracije od 1 mg/ml i pomeša sa 95% metanolom i 90 μM rastvorom DPPH• radikala (u 
metanolu) do različitih finalnih koncentracija suvog ekstrakta(0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1 i 
0,2 mg/ml). Kao kontrola koristi se smeša u koju je umesto uzorka (suvog ekstrakta) dodata 
destilovana voda. Kao slepa proba koristi se 95% metanol. Nakon 60 min inkubacije na 
sobnoj temperaturi izmeri se apsorbanca reakcione smeše na talasnoj dužini od 515 nm. Na 
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osnovu izmerene apsorbance ispitivanog uzorka i apsorbance kontrole mogude je izračunati 
RSC (%) vrednost. 
Za svaki uzorak i svaku koncentraciju postupak je ponovljen tri puta i dobijena je 
zavisnost između vrednosti RSC (%) i koncentracije rastvora ekstrakta. IC50 vrednost 
(mg/ml), definisana kao koncentracija ekstrakta potrebna da reaguje sa 50% DPPH radikala 
(RCS=50%), pri prethodno definisanim eksperimentalnim uslovima, dobijena je računski iz 
jednačine linearne regresije. 
 
 
3.2.3.1.2. Reducing power metod  
 
Reduktivna sposobnost ekstrakata duda i vitamina C, kao standardne antioksidativne 
komponente, određen je prema Reducing power metodi po Oyaizu (1986). Ova metoda se 
zasniva na pradenju redukcione sposobnosti ispitivanog uzorka za transformaciju Fe3+→Fe2+. 
Kao mera reduktivne sposobnosti koristi se EC50
 
vrednost koja predstavlja koncentraciju 
ispitivanog uzorka pri kojoj se postiže apsorbanca od 0,5 na talasnoj dužini od 700 nm. 
Redukciona sposobnost ispitivanog uzorka najčešde se poredi sa redukcionom sposobnošdu 
poznate antioksidativne komponente. 
Rastvori ekstrakata duda različite koncentracije (0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 i 1 mg/ml) i 
rastvor vitamina C u vodi različitih koncentracija (0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 i 0,5 mg/ml) 
pomešani su sa fosfatnim puferom (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) i 2,5 ml 1% kalijumfericijanida 
[K3Fe(CN)6]. Dobijena smeša inkubirana je 20 minuta na temperaturi od 50°C. Nakon 
inkubacije, 2,5 ml 10% trihlorsirdetne kiseline dodato je smeši i ona je centrifugirana 10 
minuta na 3.000 o/min. Dobijenom supernatantu (2,5 ml) dodata je bidestilovana voda (2,5 
ml) i 0,1% FeCl3
 
(0,5 ml). Apsorbanca uzorka izmerena je na talasnoj dužini od 700 nm. Za 
svaki uzorak i za svaku koncentraciju postupak je ponovljen tri puta. Reduktivna sposobnost 
ispitivanih ekstrakata izražena je preko EC50
 
vrednosti. 
 
 
3.2.3.1.3. Neutralizacija OH• radikala 
 
U cilju određivanja kapaciteta „hvatanja“ OH• radikala (sposobnosti neutralizacije), 
primenjena je modifikovana metoda Gutteridge-a (1987). Fentonovim reakcionim sistemom 
generisani su hidroksil radikali:  
H2O2 + Fe
2+ →Fe3+ + OH• + OH- 
 
Nastali reaktivni OH* u prisustvu 2-deoksiriboze i kiseonika grade malonildialdehid (slika 27), 
koji se zatim određuje TBA (tiobarbiturna kiselina) testom. TBA test zasnovan je na 
spektrofotometrijskom određivanju ružičasto obojenog kompleksa koji nastaje nakon 
reakcije malonildialdehida sa dva molekula TBA (slika 28). 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
66 
 
 
Slika 27. Reakcija nastajanja malonilaldehida 
 
Slika 28. Reakcija TBA i MDA 
 Od suvih ekstrakata je napravljena serija rastvora od šest razblaženja, tako da je 
dobijen raspon početnih koncentracija ekstrakta 12,5-200 mg/ml. Standardni antioksidansi 
BHA i BHT korišdeni su u rasponu od sedam koncentracija (1,56-150,0 mg/ml). Sve probe i 
kontrole obavljene su u tri ponavljanja. U epruvetama je pomešano 100 µl 0,05 mmol/l       
2-deoksiriboze, 20-40 ml ekstrakti/standard, 100 µl 0,0147% H2O2, 100 µl 10 mmol/l FeSO4 i 
2,7 ml fosfatnog pufera pH 7,4. Kontrola je umesto ekstrakata sadržala istu zapreminu 80% 
metanola, dok je rastvor korekcije činila smeša 3 ml fosfatnog pufera i 20-40 ml 
ekstrakta/standarda. Korekcija kontrole je sadržala smešu 3 ml fosfatnog pufera i 20-40 ml 
80% metanola. Ovako pripremljeni rastvori su inkubirani 60 min na 37°C. Nakon dodatka 
200 µl 3,72% EDTA i  2 ml TBA reagensa, smeša je zagrevana 10 min na 100°C, a zatim 
ohlađena do sobne temperature. Svaka proba merena je spektrofotometrijski na 532 nm. 
Iz razlike apsorbance radne probe (Arp) i korekcije (Akor) izračunate su apsorbance (A) 
za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta, kao i za kontrolu:  
A = Arp − Akor  
Sposobnost neutralizacije HO• radikala (RSC) ispitanih ekstrakata različitih koncentracija 
računat je na osnovu sledede jednačine, gde je Akon apsorbanca kontrolne probe (razlika 
između apsorbance kontrole i korekcije kontrole):  
RSC  % =  1 −
A
Akon
 100 
Obojeni kompleks, 
532 nm 
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Na osnovu RSC vrednosti, računski su određene IC50 vrednosti (koncentracija pri 
kojoj je neutralisano 50% radikala) iz jednačine linearne regresije (funkcija RSC(%) u 
zavisnosti od koncentracije), a rezultat je izražen kao srednja vrednost (n=3) IC50 ± 
standardna devijacija (mg/ml). 
 
 
3.2.3.1.4. Lipidni model sistem 
 
Antioksidativna aktivnost ekstrakata različitih delova duda u lipidnom model sistemu 
određena je na osnovu oksidativne degradacije β-karotena u emulziji β-karoten-linolna 
kiselina (Moure i sar., 2000). Etanolni ekstrakti (poglavlje 3.2.1.1.) razblaženi su smešom 
etanol:voda (70:30, v/v) kako bi se dobile serije razblaženja ekstrakata, koncentracija 0,2-
20,0 mg/ml. Za kontrolu korišden je etanolni rastvor BHT, koji je pripremljen u seriji rastvora 
koncentracije 0,005-0,510 mg/ml. 2 mg β-karotena rastvoreno je u 10 ml hloroforma i 1 ml 
tog rastvora pomešan je sa 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 40 u odmernom sudu od 
50 ml. Hloroform je odstranjen u struji azota. Ostatak je dopunjen destilovanom vodom do 
crte. Slepa proba je sadržala 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 40, u odmernom sudu od 
50 ml koji je dopunjen destilovanom vodom. U 5 ml emulzije β-karotena i linolne kiseline 
dodato je 0,2 ml ispitivanog rastvora ekstrakta. Kontrola je sadržala 0,2 ml destilovane vode 
i 5 ml emulzije β-karotena i linolne kiseline. Apsorbanca je očitana odmah po dodatku 
ekstrakta u emulziju na 470 nm i to očitavanje je označeno kao t=0. Nakon toga, epruvete su 
smeštene u vodeno kupatilo na 50°C i apsorbanca je očitana ponovo nakon 120 min. Slepa 
proba je sadržala 0,2 ml destilovane vode i 5 ml emulzije linolne kiseline i β-karotena. Brzina 
degradacije β-karotena izračunata je na osnovu kinetike jednačine prvog reda po slededoj 
formuli (Al-Saikhan i sar., 1995): 
V = ln
a
b
 
1
t
 
gde su: 
V - brzina degradecaije uzorka, 
a - apsorbanca na 470 nm u t = 0 min, 
b - apsorbanca na 470 nm u t = 120 min i 
t - vreme (min). 
Antioksidativna aktivnost u lipidnom model sistemu (AOA) je izračunata primenom 
jednačine: 
AOA  % = 100
Vk − Vu
Vk
 
gde su: 
Vk - brzina degradacije kontrole i 
Vu - brzina degradacije uzorka. 
Za svaki ispitani uzorak dobijena je zavisnost između dobijenih vrednosti AOA (%) i 
koncentracije rastvora ekstrakta. IC50 vrednost (mg/ml) definisana je kao koncentracija 
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ekstrakta potrebna da ostvari inhibiciju degradacije β-karotena za 50% u odnosu na 
kontrolu, dobijena je računski iz jednačine linearne regresije. 
 
 
3.2.3.2. CITITOKSIČNO DELOVANJE 
 
3.2.3.2.1. MTT test  
 
Pri određivanju citotoksične aktivnosti ekstrakata duda korišdene su tumorske delije, 
gajene na podlogama: 
1. Hep2 (pоdloga: MEM Eagle/5% FCS), humana delijska linija - human larynx carcinoma,  
2. RD (podloga: MEM Eagle/10% FCS), humana delijska linija rhabdomyosarcoma i 
3. L2OB (podloga: MEM Eagle/10% FCS), mišija tumorska fibroblastna linija u koju su 
transefektovani neki humani geni. 
MTT test citotoksičnosti u in vitro uslovima: Suspenzije delija gustine 104 zaseju se na 
mikrotitar ploče sa 96 otvora i ostave da se inkubiraju na 37°C i 5% CО2, u inkubatoru. Nakon 
24 časa inkubacije medijum se zameni sa 100 μl medijuma koji sadrži različite koncentracije 
ispitivanih ekstrakata (25, 50, 100, 250, 500, 750 и 1.000 μg/ml). Kontrolnim delijama dodat 
je svež medijum bez ekstrakata. 48 sati nakon tretmana varijabilnost delija je određena    
МТТ (3-[4,5-dimetilhumtiazol-2-ul]-2,5-dihemultetrazolijum-bromid, C18H16N5SBr) testom 
citotoksičnosti (Mosmann, 1983). Test se zasniva na bojenoj reakciji mitohondrijskog enzima 
dehidrogenaze iz živih delija sa MTT (slika 29). Po završetku inkubacije delija sa etanolnim 
ekstraktima, dodat je МТТ (u finalnoj koncentraciji od 5 mg/mL) i ploča je inkubirana 2-4 
časa na 37°C. Obojeni kristali stvorenog formazina su rastvoreni sa 150 μl DMSO. 
Apsorbanca je merena na 570 nm na Mikroplate Reader-u. Procenat varijabilnosti određivan 
je kao odnos apsorbanci tretiranih delija i kontrolnih delija pomnožen sa 100. Citotoksična 
aktivnost je izražena kao IC50 vrednost (koncentracija koja inhibira 50% delijskog rasta). Kao 
kontrola korišdene su (same) nestimulisane delije, delije u kulturi čiji je rast 100%. Prikazani 
rezultati su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta (tri ponavljanja). 
 
 
MTT     formazin 
Slika 29. Redukcija MTT mitohondrijalnom reduktazom do formazina 
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3.2.3.3. TOKSIČNO I GENOTOKSIČNO DELOVANJE 
 
3.2.3.3.1. Allium anafazno-telofazni test  
 
Anаlizа ekstrakata duda izvršenа je primenom Fiskesjo postupkа modifikovаnog od 
strаne Ranka i Nielsena (1993), poznаtog pod nаzivom Allium аnаfаzno-telofаzni test opšte 
toksičnosti i genotoksičnosti. Kаo mikroskopski pаrаmetаr genotoksičnosti ekstrаkаtа 
prаdene su аnаfаzne i telofаzne promene hromozomа. Zа prаvljenje mikroskopskih 
prepаrаtа korišdeni su vršni meristemski delovi korenа, koji su podvrgnuti hidrolizi sа 1M 
HCl nа temperаturi od 60°C u trаjаnju od 12 minutа u vodenom kupаtilu. Nа ovаj nаčin se 
vrši omekšаvаnje meristemskog tkivа korenа dа bi se lаkše odvojio od ostаtkа korenа. Zаtim 
se vrši bojenje 2% orceinom. Nakon toga se nа predmetno stаklo stаvljа po 5 korenčidа, 
skаlpelom se odsecа vršni deo korenа i nаnosi kаp boje. Nа krаju se prepаrаt prekrivа 
pokrovnim stаklom i fiksirа nа plаmenu, pа se zаtim vrši skvošovаnje. Cilj skvošovаnjа je dа 
se spreči zаostаjаnje vаzduhа i dа se mаterijаl rаsporedi u jednom sloju. Sа svаkog 
mikroskopskog prepаrаtа pregledаno je približno 100 delijа u аnаfаzi/telofаzi, odnosno oko 
500 delijа po seriji (uzorku), i detektovаne su i prebrojаne promene u genetičkom 
mаterijаlu. Kаo test orgаnizаm korišden je luk (Allium cepa), mаse između 2-4 g koji je 
prethodno bio usklаdišten u odgovаrаjudim uslovimа. Prethodno odаbrаni luk pripremljen je 
zа test tаko što mu je uklonjen suvi spoljаšnji omotаč. Postаvljene su serije od po 12 flаkonа 
u koje je sipаno po 25 ml uzorkа ekstrakata različitih koncentracija. Nаprаvljenа je serijа 
dvostrukih rаzblаženjа uzorаkа. Zа svаki uzorаk i dve kontrole upotrebljeno je po dvаnаest 
lukovicа Allium cepa. Lukovice su stаvljаne 24 čаsа u vodu stаndаrdnog kvаlitetа dа isklijаju, 
а zаtim u test uzorke u uslovimа mrаkа nа temperаturi od 25°C. Tretmаn je trаjаo 48 čаsovа 
uz zаmenu uzorаkа svаkа 24 čаsа. Kаo pozitivnа kontrolа korišden je metil metаn sulfonаt – 
MMS u koncentrаciji od 10 µg/l. Negаtivnа kontrolа je bilа vodа stаndаrdnog kvаlitetа. Kаo 
kontrolа rаstvаrаčа upotrebljen je 25% etаnol. Tokom rаdа svi uzorci vode čuvаni su u 
frižideru nа 4°C. Rаdi utvrđivаnjа generаlne toksičnosti u svаkoj grupi merenа je dužinа 
korenčidа kod 10 lukovicа. Primenom One-Way ANOVA testа poređene su srednje vrednosti 
dužine rаstа korenа u аnаlizirаnim grupаmа. Anаlizirаne su sledede аberаcije: mostovi, 
frаgmenti, zаostаli hromozomi, multipolаrnost i c-mitoze (slika 30).  
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                      Normalne deobe                                     Multirolarno deobno vreteno             
  
                        
 Anafazni most                                              Zaostali hromozom 
 
                        
 Višestruke promene                                      Višestruki mostovi 
Slika 30. Analizirane aberacije luka 
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Ispitivanja različitih delova dve vrste duda obuhvatala su određivanje osobina 
polaznog biljnog materijala, pripremu uzoraka za ekstrakciju, optimizaciju procesa 
ekstrakcije etanolom, ekstrakciju sa dva različita ekstragensa, ispitivanje hemijskog sastava 
dobijenih ekstrakata, kao i ispitivanje delovanja ekstrakata duda. Ispitivanje hemijskog 
sastava etanolnih ekstrakata ploda, lista i korena obuhvatao je određivanje ukupnog 
sadržaja fenola, flavonoida i antocijana, kvalitativni i kvantitativni sastav pojedinačnih 
polifenolnih komponenata, i prisustvo mikro-, makro- i toksičnih elemenata. U etanolnim 
ekstraktima ploda određen je i sadržaj šedera. Analiza hemijskog sastava superkritičnih CO2 
ekstrakata lista obuhvatala je određivanje sadržaja masnih kiselina i karotenoida. Ispitivanje 
delovanja ekstrakata obuhvatalo je evaluaciju antioksidativne aktivnosti pradenjem 
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala, redukcionog potencijala i inhibicije lipidne 
peroksidacije, kao i citotoksični potencijal određen pradenjem aktivnosti ekstrakata u in vitro 
uslovima. Takođe, ispitano je i toksično i genotoksično delovanje ekstrakata Morus vrsta. 
 
4.1. ISPITIVANJE OSOBINA POLAZNOG MATERIJALA 
 
 Osnovne karakteristike ploda dve ispitivane vrste duda prikazane su u tabeli 13. 
Prosečna masa ploda za M. alba je 2,45 g,  a za M. nigra 2,23 g, dok je sadržaj vlage određen 
u plodu M. alba 75,18%,  a M. nigra nešto vedi, 82,02%. Vrednosti sadržaja suve materije su 
17,85% (M. alba) i 14,50% (M. nigra). Izmerena pH vrednost za ispitane vrste M. alba i M. 
nigra je 5,99, odnosno 5,52. Kiselost je 0,16% (M. alba) i 0,26% (M. nigra), što govori o 
zadovoljavajudoj zrelosti korišdenih plodova u ispitivanju. Redukujudi šederi za crni dud 
imaju vrednost 11,52%, a za beli dud 13,92%, što ukazuje na odgovarajude karakteristike 
materijala koji je korišden za dalja ispitivanja. 
 
Tabela 13. Karakteristike ploda Morus vrste 
Vrsta 
Masa 
ploda 
(g) 
Sadržaj 
vlage 
(%, m/m) 
pH 
vrednost 
Suvi 
ostatak 
(%, m/m) 
Suva 
materija 
(%, m/m) 
Kiselost 
(%) 
Redukujudi 
šederi 
(%) 
M. alba 2,45±0,26 75,18±1,00 5,99±0,02 24,82±1,00 17,85±0,07 0,16 13,92 
M. nigra 2,23±0,26 82,02±2,73 5,52±0,06 17,98±2,73 14,50±0,07 0,26 11,52 
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Osnovni parametri ispitivanja kvaliteta droge (list i koren) vrsta Morus dati su u tabeli 
13. Za vrstu M. alba sadržaj vlage za list je 7,01% i za koren 7,96%, dok je sadržaj pepela 
8,35% za list i 8,92% za koren. Vrednosti sadržaja vlage za M. nigra vrstu su vedi i iznose 
7,54% za list i 8,22% za koren, kao i vrednosti sadržaja pepela (9,70% za list i 9,90% za 
koren). Dobijene vrednosti sadržaja u kiselini nerastvorljivog pepela (SiO2) za list su 2,42% za 
M. alba i 2,51% za M. nigra. Vrednosti sadržaja SiO2 u korenu ispitanih vrsta su neznatno 
vede i iznose 3,58% za M. alba i 3,17% za M. nigra.  
Srednji prečnik čestica usitnjenog materijala određen je analizom sejanja (tabela 14). 
Vrednosti srednjeg prečnika čestica su relativno ujednačene, za list obe vrste duda se krede 
oko 0,3 mm, dok za koren vrednosti srednjeg prečnika čestica iznose oko 0,5 mm. Na osnovu 
dobijenih rezultata može se videti da je ispitana droga odgovarajudeg kvaliteta, vrednosti 
ispitivanih parametara i stepen uspitnjenosti se nalaze u granicama propisanim 
Farmakopejom (Ph. Jug. V). 
 
Tabela 14. Osnovni parametri ispitivanja kvaliteta i srednji prečnik čestica belog i crnog duda 
Vrsta 
Sadržaj vlage 
(%, m/m) 
Pepeo 
(%, m/m) 
SiO2 
(%) 
Srednji prečnik čestica 
(mm) 
M alba 
List 7,01±0,74 8,35±0,01 2,42±0,04 0,3092±0,0198 
Koren 7,96±0,05 8,92±0,03 3,58±0,07 0,5043±0,0472 
M. nigra 
List 7,54±0,09 9,70±0,01 2,51±0,01 0,3070±0,3266 
Koren 8,22±0,41 9,90±0,02 3,17±0,06 0,5209±0,2452 
 
 
4.2. OPTIMIZACIJA PROCESA EKSTRAKCIJE 
 
Ekstrakcija farmakološki aktivnih jedinjenja najčešde se vrši korišdenjem tri 
ekstrakciona postupka: ekstrakcija pogodnim rastvaračima, ekstrakcija na čvrstoj fazi (solid-
phase extraction) i superkritična ekstrakcija. Prinos jedinjenja u ekstraktu, odnosno prinos 
ekstrakcije, kao i sam sastav ekstrakta, u velikoj meri zavisi od načina ekstrakcije, kao i tipa i 
polarnosti rastvarača (Moller i sar. 1999). Za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja koriste se 
rastvarači kao što su aceton, etanol, metanol i njihove kombinacije, najčešde u različitim 
odnosima sa vodom. U literaturi najčešde korišdeni rastvarači su etanol i metanol (Nuutila i 
sar., 2003; Mulianacci i sar., 2004; Wu i sar., 2005; Huang i sar., 2007; Ros i sar., 2009; 
Garcia-Salas i sar., 2010). Etanol kao ekstragens, prema literaturnim podacima, korišden je u 
ekstrakciji različitih vrsta biljnog materijala, pri čemu su dobijeni ekstrakti imali povoljne 
karakteristike u pogledu sastava i sadržaja farmakološki značajnih jedinjenja (Turkoglu i sar., 
2007; Turkoglu i sar., 2007). Prednost etanola u odnosu na druge ekstragense je njegova 
netoksičnost i moguda dalja primena ovako dobijenih ekstrakata u farmaciji i prehrambenoj 
industriji. Prinos ekstrakcije nekih komponenata kao što su antioksidansi, koji su uglavnom 
polarnog karaktera, povedava sa povedanjem polarnosti upotrebljenog ekstragensa. 
Povedanjem udela vode u ekstragensu povedava se i njegova polarnost, pa se različite 
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koncentracije etanola kao ekstragensa mogu smatrati pogodnim za ekstrakciju jedinjenja 
ovog tipa.  
 Radi utvrđivanja najpogodnijih uslova ekstrakcije izvršena je optimizacija procesa 
ekstrakcije primenom Metode odzivne površine (poglavlje 3.2.1.1.) i dizajna prikazanog u 
tabeli 9. Odzivi obuhvadeni optimizacijom su ukupan sadržaj fenola, ukupan sadržaj 
flavonoida i antioksidativna aktivnost, izražena preko IC50 vrednosti (DPPH metod). Kako je 
praktično nemogude odrediti i kontrolisati sve uslove ekstrakcije, bilo je neophodno 
odabrati one koji imaju najvedi uticaj na proces ekstrakcije. Parametri odnosno uslovi 
ekstrakcije koji su bili menjani pri ekstrakciji prikazani su u tabeli 8 i za list duda su: 
koncentracija etanola, temperatura i odnos rastvarač:droga, a za ekstrakciju ploda duda: 
koncentracija etanola, temperatura i vreme. 
 
M. alba folium 
 
Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije etanola, temperature i odnosa 
rastvarač:droga na ekstrakciju lista belog duda dati su u tabeli 15. Prinos ekstrakcije je od 
10,234 do 20,072%, sadržaj fenola u listu M. alba je od 9,49 do 23,07 mg EHK/g droge, dok 
je sadržaj ukupnih flavonoida od 4,64 do 6,40 mg ER/g droge. Antioksidativna aktivnost 
ekstrakta lista M. alba izražena preko IC50 vrednosti je u intervalu od 0,0706 do 0,1570 
mg/ml. 
 
Tabela 15. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X1, X2 i X3) i eksperimentalni 
rezultati prinosa ekstrakcije, sadržaj ukupnih fenola (UF), sadržaj ukupnih flavonoida (Ufl) i 
antioksidativne aktivnosti (IC50) 
Redni 
broj 
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(˚C) 
Rastvarač:droga 
(ml/g) 
Prinos 
ekstrakcije 
(%, g/100 g) 
UF 
(mg EHK/ 
g droge)* 
UFl 
(mg ER/ 
g droge)** 
IC50 
(mg/ml) 
1 40 (-1) 40 (-1) 20 (0) 14,996 12,84 4,64 0,1380 
2 40 (-1) 60 (0) 10 (-1) 18,918 9,92 5,69 0,1350 
3 40 (-1) 80 (1) 20 (0) 20,072 15,12 5,74 0,1100 
4 40 (-1) 60 (0) 30 (1) 17,958 18,47 5,28 0,0823 
5 60 (0) 40 (-1) 10 (-1) 10,234 9,49 4,64 0,1570 
6 60 (0) 80 (1) 10 (-1) 17,302 13,69 6,03 0,0753 
7 80 (1) 60 (0) 10 (-1) 11,448 13,65 5,12 0,0741 
8 80 (1) 80 (1) 20 (0) 12,448 20,66 5,49 0,0710 
9 80 (1) 60 (0) 30 (1) 11,628 22,58 4,46 0,0740 
10 60 (0) 80 (1) 30 (1) 16,926 23,07 4,58 0,0706 
11 60 (0) 60 (0) 20 (0) 15,688 19,36 6,06 0,0759 
12 60 (0) 60 (0) 20 (0) 15,500 19,98 6,02 0,0758 
13 60 (0) 60 (0) 20 (0) 17,264 19,04 6,40 0,0821 
14 60 (0) 60 (0) 20 (0) 15,688 19,86 6,01 0,0762 
15 60 (0) 60 (0) 20 (0) 17,264 19,08 6,00 0,0809 
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Slika 31 grafički prikazuje uticaj uslova ekstakcije na mereni odziv ukupnog sadržaja 
fenola. Na slici se jasno uočava porast ukupnog prinosa fenola sa povedanjem koncentracije 
etanola u ekstragensu. Osim toga, ukupan prinos fenola se povedava i sa povedanjem 
temperature ekstrakcije sve do 65°C, gde dalje povedanje ne utiče značajno na ukupan 
sadržaj fenola u ekstraktu. Na istoj slici se uočava i da se ukupan prinos fenola povedava u 
celom merenom opsegu odnosa rastvarač:droga od 10 do 30 ml/g, što je u skladu sa 
teorijskim principima. 
 
a  
a) 
 
b) 
 
 
16 80 (1) 40 (-1) 20 (0) 16,029 14,90 5,34 0,1197 
17 60 (0) 40 (-1) 30 (1) 15,879 14,87 5,29 0,0874 
*mg EHK/g - mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g droge 
** mg ER/g - mg ekvivalenta rutina po g droge 
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c) 
 
Slika 31. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih fenola  
a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos 
rastvarač:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarač:droga i temperatura 
(koncentracija etanola 60%) 
 
Zavisnost ukupanog prinosa flavonoida u ekstraktima lista M. alba u odnosu na 
odabrane uslove ekstrakcije prikazana je na slici 32. Uočava se povedanje prinosa flavonoida 
u ekstraktima sa povedanjem koncentracije etanola od 55 do 65%. Takođe, prinos 
flavonoida se povedava i povedanjem temperature do 70°C i odnosa rastvarač:droga sve do 
odnosa 18 ml/g.  
 
a) 
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b) 
 
c) 
 
Slika 32. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih flavonoida 
 a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarač:droga i 
koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarač:droga i temperatura (koncentracija 
etanola 60%) 
 
Na slici 33 je prikazan uticaj uslova ekstrakcije na antioksidativnu aktivnost 
ekstrakata lista belog duda. Minimum površine zavisnosti ukazuje na maksimum 
antioksidativne aktivnosti (manja IC50 vrednost ukazuje na vedu antioksidativnu aktivnost). 
Povedanjem koncentracije etanola i temperature u procesu ekstrakcije do određenog nivoa 
se utiče na povedanu antioksidativnu aktivnost ekstrakata. Odnos rastvarač:droga utiče na 
antioksidativnu aktivnost tako što povedanjem odnosa dolazi do smanjenja IC50 vrednosti, tj. 
povedanja antioksidativne aktivnosti (slike 33 b i c). 
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a) 
 
b) 
 
c) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 33. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata  
a) temperatura i koncentracija etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos 
rastvarač:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnosa rastvarač:droga i temperatura 
(koncentracija etanola 60%) 
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 Da bi se ispitao uticaj nezavisnih promenljivih ekstrakcije i njihove interakcije 
(koncentracije etanola, temperature i odnosa rastvarač:droga) na zavisne varijable (sadržaj 
ukupnih fenola, sadržaj ukupnih flavonoida i IC50 vrednost) i proverila prikladnost Box-
Behnkenovog dizajna u modelovanju i optimizaciji procesa ekstrakcije, proverena je 
aproksimacija eksperimentalnih podataka matematičkim modelom, polinomom drugog reda 
prema ranije datom izrazu (poglavlje 3.2.1.1.). Model i njegovi koeficijenti dobijeni su 
statističkom metodom nelinearne regresije eksperimentalnih podataka i model daje 
funkcionalnu zavisnost između zavisnih i nezavisnih promenljivih. Sastoji se od lineranog i 
kvadratnog člana i člana koji predstavlja interakciju ispitivanih promenljivih, pa prema tome 
model može biti linaran, kvadratni ili srednja vrednost ukoliko nema uticaja ispitivanih 
faktora. Najprihvatljivijji model određen je na temelju maksimalne vrednosti koeficijenta 
koreliacije (R), odnosno determinacije (R2), koji je pokazatelj slaganja eksperimentalnih i 
modelom predviđenih podataka i u idealnom slučaju iznosi 1. Regresioni koeficijenti 
polinomne funkcije odziva i koeficijenti determinacije su dati u tabeli 16. Visoke vrednosti 
koeficijenta determinacije (R2) ukazuju na adekvatno fitovanje eksperimentalnih rezultata. 
Vrednost koeficijenta determinacije 0,9858, dobijen za fitovanje rezultata dobijenih pri 
određivanju IC50 vrednosti, ukazuje da 1,42% varijacija nije moglo biti objašnjeno ovim 
modelom. Individualni efekti, značajnost odabranih faktora i njihovih interakcija se mogu 
objasniti na osnovu p-vrednosti. Kada su p-vrednosti za određene članove odzivnog 
polinoma manje od 0,05, ti su članovi značajni. Na sadržaj ukupnih fenola u ekstraktima svi 
odzivi pokazuju određen stepen značajnosti. Uticaji linearnog i kvadratnog člana su 
podjednako i veoma značajni (p<0,01), dok se u interakcijama po manjoj značajnosti 
izdvajaju interakcije koncentracije etanola i odnosa rastvarač:droga (X1X3, p=0,8171), kao i 
koncentracije etanola i temperature (X1X2, p=0,0568). Posmatrajudi uticaj odziva na sadržaj 
ukupanih flavonoida se vidi da značajnost ne pokazuju linearni članovi i interakcije 
koncentracije etanola sa temperaturom i odnosom rastvrač:droga (p>0,05). Na IC50 vrednost 
značajno utiču svi odzivi varirajudih faktora, izuzev faktora kvadrata odnosa rastvarač:droga i 
interakcije koncentracije etanola i temperature. 
 
 
Tabela 16. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva 
Odzivia 
Regresioni 
koeficijent 
Standardna 
devijacija 
F - vrednost p - vrednostb 
Sadržaj ukupnih fenola 
Odsečak 19,46 0,34   
X1 1,93 0,27 51,07 0,0002 
X2 2,56 0,27 89,60 <0,0001 
X3 4,03 0,27 222,57 <0,0001 
X1
2 -1,35 0,37 13,20 0,0084 
X2
2 -2,23 0,37 35,81 0,0006 
X3
2 -1,96 0,37 27,65 0,0012 
X1X2 0,87 0,38 5,19 0,0568 
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X1X3 0,092 0,38 0,058 0,8171 
X2X3 1,00 0,38 6,85 0,0345 
R2 = 0,9850     
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Odsečak 6,10 0,13   
X1 -0,12 0,10 1,30 0,2924 
X2 0,24 0,10 5,48 0,0517 
X3 -0,23 0,10 5,23 0,0560 
X1
2 -0,40 0,14 7,87 0,0263 
X2
2 -0,40 0,14 7,97 0,0257 
X3
2 -0,56 0,14 15,96 0,0052 
X1X2 -0,24 0,14 2,65 0,1479 
X1X3 -0,063 0,14 0,19 0,6758 
X2X3 -0,52 0,14 13,07 0,0086 
R2 = 0,9004     
IC50 vrednost 
Odsečak 0,078 0,0022   
X1 -0,016 0,0018 81,20 <0,0001 
X2 -0,022 0,0018 155,76 <0,0001 
X3 -0,016 0,0018 81,97 <0,0001 
X1
2 0,013 0,0024 27,29 0,0012 
X2
2 0,019 0,0024 60,80 0,0001 
X3
2 0,0005 0,0024 0,049 0,8313 
X1X2 -0,0005 0,0025 4,35 0,0755 
X1X3 0,013 0,0025 28,08 0,0011 
X2X3 0,016 0,0025 42,75 0,0003 
R2 = 0,9858     
a X1: rastvarač; X2:  temperatura; X3: odnos rastvarač:droga.
 
b p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
 
Često odabrani model aproksimacije eksperimentalnih podataka ne opisuje u 
potpunosti ispitivano eksperimentalno područje. Zbog toga se osim koeficijenta korelacije 
sprovode detaljnije statističke analize na osnovu koje se može preciznije utvrditi 
opravdanost odabranog modela. U sprovedenom eksperimentu i obradi rezultata 
primenjena je analiza varijanse (ANOVA) i u tabeli 17 dati su dati rezultati analize varijanse 
modelovanih odziva. p-vrednosti za određene članove odzivnog polinoma manje od 0,05 
odnosno verovatnoda dobijanja visoke F-vrednosti manja od 5%, ukazuje na značajnost 
primenjenog modela. Prema tome, utvrđeno je da je aproksimacija eksprimentalnih 
vrednosti za sva tri odziva kvadratnim modelom statistički značajna, što znači da je 
primenjen model opravdan za izvedeni eksperiment. Izrazito male p-vrednosti (p<0,01) za 
sva tri pradena parametra ukazuju na adekvatnost primenjenog modela i statističku 
značajnost dobijenih rezultata. To potvrđuje F-vrednost (51,17 za sadržaj ukupnih fenola, 
7,03 za sadržaj ukupnih flavonoida i 54,18 za IC50 vrednost) uz verodostojnost manju od 
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0,01% da je to usled greške. Pored toga, statistički parametar „odstupanje od modela“ nije 
statistički značajan (p≥0,05), što takođe potvrđuje iznetu tvrdnju. 
 
Tabela 17. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za ekstrakciju lista M. alba 
 
Suma 
kvadrata 
Stepen 
slobode 
Srednja vrednost 
kvadrata 
F-vrednost p-vrednosta 
Sadržaj ukupnih fenola 
Model 268,77 9 29,86 51,17 < 0,0001 
Ostatak 4,09 7 0,58   
Odstupanje 
od modela 
3,32 3 1,11 5,80 0,0612 
Greška 0,76 4 0,19   
Ukupno 272,85 16    
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Model 5,31 9 0,59 7,03 0,0088 
Ostatak 0,59 7 0,084   
Odstupanje 
od modela 
0,47 3 0,16 5,35 0,0695 
Greška 0,12 4 0,029   
Ukupno 5,90 16    
IC50 vrednost 
Model 0,012 9 0,0013 54,18 <0,0001 
Ostatak 0,0002 7 0,00002   
Odstupanje 
od modela 
0,0001 3 0,00004 4,79 0,0822 
Greška 0,00004 4 0,000009   
Ukupno 0,012 16    
a p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
 
Numeričkom optimizacijom pomodu programa Design Expert 7.1.6. izračunati su 
uslovi ekstrakcije za list M. alba: koncentracija etanola 69,84%, temperatura od 61,69°C i 
odnos rastvarač:droga 21,08 ml/g. Pri navedenim uslovima izračunato je da bi se mogao 
ostvariti maksimalni prinos ukupnih fenola 20,76 mg EHK/g, maksimalni prinos ukupnih 
flavonoida 6,06 mg ER/g i minimalna IC50 vrednost, tj. maksimalna antioksidativna aktivnost, 
pri koncentraciji suvog ekstrakta 0,070 mg/ml. 
Po istom principu i istoj metodologiji određeni su optimalni uslovi ekstrakcije za list i 
plod M. nigra i plod M. alba. Dobijeni rezultati optimizacije za list M. nigra prikazani su u 
prilogu 1 (tabela 1-3, slika 1-3), za plod M. alba u prilogu 2 (tabela 4-6, slika 4-6) i plod M. 
nigra u prilogu 3 (tabela 7-9, slika 7-9). Optimalni uslovi ekstrakcije dobijeni za list i plod 
vrsta M. alba i M. nigra prikazani su u tabeli 18. 
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Tabela 18. Optimalni uslovi ekstrakcije vrsta Morus dobijeni primenom RSM 
Ekstrakt 
LIST  
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(°C) 
Rastvarač:droga 
(ml/g) 
UF 
(mg EHK/g)* 
UFl 
(mg ER/g)** 
IC50  
(mg/ml) 
M. alba 69,84 61,6 21,08 20,76 6,06 0,070 
M. nigra 69,46 59,92 20,73 48,47 20,43 0,022 
Ekstrakt 
PLOD 
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(°C) 
Vreme 
(min) 
UF 
(mg EHK/g)* 
UFl 
(mg ER/g)** 
IC50 
 (mg/ml) 
M. alba 62,24 63,21 46,53 1,99 1,77 0,0684 
M. nigra 68,62 61,27 48,03 3,53 2,27 0,0246 
*mg EHK/g - mg ekvivalenta hlorogenske kiseline po g droge 
** mg ER/g - mg ekvivalenta rutina po g droge 
 
Prikazani rezultati optimizacije ekstrakcije lista i ploda duda, kao i kretanje vrednosti 
sadržaja ukupnih fenola i flavonida u ispitivanom biljnom metarijalu su u skladu sa sličnim 
dosadašnjim istraživanjima (Cacae i Mariza, 2002; Cacace i Mazza, 2003; Rostango i sar. 
2004,; Sila i sar., 2007; Jokid i sar., 2010; Chun i sar., 2011). Rostango (2004) je utvrdio da je 
neophodno dodati određenu količinu vode u etanol i na taj način uticati na polarnost 
rastvarača, odnosno povedanje prinosa ekstrahovanih polifenolnih komponenti. Vedi prinos 
polifenolnih komponenti nesumljivo utiče i na povedanu antioksidativnu aktivnost. Opseg 
koncentracije etanola koji se preporučuje za ekstrakciju se krede u intervalu od 50 do 78%. 
Veliki broj autora (Azizah i sar., 1999; Wattasinghe i Shahidi, 1999; Cacace i Mazza, 2002; 
Cacace i Mazza, 2003; Liyana-Pathirana i Shahidi, 2005; Spingo i De Faveri, 2007; Pompeu i 
sar., 2009) se u svojim ispitivanjima različitog biljnog materijala potvrdio da temperatura 
utiče na koeficijente difuzije i rastvorljivost ekstraktivnih jedinjenja u rastvaraču. 
Povedanjem temperature do 60°C, se povedavaju koeficijenti difuzije i ukupan prinos 
ekstraktivnih materija, što je rezultat i našeg ispitivanja. Sa druge strane, kontrola povedanja 
temperature u procesu i zadržavanje povišene temperature određeno vreme ekstrakcije 
posebno je bitno u radu sa bobičastim plodovima (Naczk i Shahidi, 2006; Pompeu i sar., 
2009). Bobičasti plodovi (eng. berry), u koje spada i dud, se odlikuju visokim sadržajem 
antocijana (Butt i sar., 2008; Isabelle i sar., 2008; Du i sar., 2008; Pawlowska i sar., 2008; 
Ozgen i sar., 2009; Hojjatpanah i sar., 2011; Wu i sar., 2011). Na povišenoj temperaturi, 
naročito tokom dužeg vremenskog perioda dolazi do hemijske transformacije antocijana tj. 
flavonoida, a samim tim se utiče i na antioksidativnu aktivnost dobijenih ekstrakata 
(Pompeu i sar., 2009; Ozgen i sar., 2009). Shi i saradnici (2003) su pokazali u svom radu da se 
sa povedanjem temperature i smanjenjem koncentracije etanola utiče na raskidanje veza 
fenol-polisaharid i fenol-protein, pri čemu dolazi do ekstrahovanja vede količine fenola, kao 
što je i u ovom radu potvrđeno (prilog 2 i 3). Uticaj odnosa rastvarač:droga je takođe ispitan 
u određenim ekstrakcionim sistemima (Shi i sar., 2003; Cacace i Mazza, 2003; Pinelo i sar., 
2005; Jokid i sar. 2010; Chun i sar., 2011). U ispitivanjima drugih autora postoji 
neujednačenost u publikovanim rezultatima i oni zavise od stepena usitnjenosti droge i 
primenjenog rastvarača. Rezultati dobijeni pri ispitivanju ekstrakata lista Morus, koji su bili 
predmet ovog rada, u najvedem broju slučaja poklapaju se sa objavljenim rezultatima. 
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Na osnovu dobijenih rezultata optimizacije ekstrakcije lista i ploda različitih vrsta 
duda i sumiranjem svih dobijenih podataka, ekstrakti koji su korišdeni u nastavku ispitivanja 
su dobijeni po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.1.1. Uslovi ekstrakcije za list i plod obe 
ispitivane vrste su bili identični i pripadaju intervalima u kojima su dobijeni maksimalni 
odzivi: 70% koncentracija etanola, temperatura 60°C, odnos rastvarač:droga 20 ml/g.  
 
 
4.3. EKSTRAKCIJA ETANOLOM 
 
Ekstrakcija ploda, lista i korena dve vrste duda (M. alba i M. nigra) je izvršena na 
prethodno određenim optimalnim uslovima ekstrakcije (koncentracija etanola 70%, 
temperatura 60°C, odnos rastvarač:droga 20 ml/g) i rezultati prinosa suvog ekstrakta 
različitih delova duda dati su u tabeli 19. 
 
Tabela 19. Prinosi ekstrakcije različitih delova duda primenom 70% etanola kao ekstragensa 
Uzorak Prinos ekstrakcije (%, g/ 100g) 
M. alba 
Plod 
25,03±0,02 
M. nigra 19,22±0,11 
M. alba 
List 
23,40±0,09 
M. nigra 22,42±0,08 
M. alba 
Koren 
16,32±0,13 
M. nigra 22,48±0,06 
M. alba 
List* 
22,58±0,07 
M. nigra 21,97±0,10 
*uzorak lista nakon ekstrakcije superkritičnim CO2 
 
Razlika u prinosu ekstrakcije uočena je kod ploda belog i crnog duda, gde je prinos 
ekstrakcije ploda belog duda (25,03%) vedi u odnosu na crni dud (19,22%). Ovakav prinos je 
rezultat kvaliteta polaznog materijala i sadržaja vlage u plodu, plod crnog duda je imao vedi 
sadržaj vlage (82,02%) u odnosu na plod belog duda (75,18%), što je prikazano u tabeli 13. 
Približno slični prinosi ekstrakcije dobijeni su ekstrakcijom lista obe vrste duda. Ekstrakcija 
superkritičnim CO2 nije bitno uticala na dobijeni prinos u poređenju sa prinosom dobijenim 
ekstrakcijom lista pre superksitične ekstrakcije. Znatna razlika u prinosu uočena je 
poređenjem prinosa korena dve vrste duda, gde je ostvaren prinos kod korena belog duda 
(16,32%) znatno manji u odnosu na prinos ostvaren ekstrakcijom korena crnog duda 
(22,48%). 
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4.3.1 ISPITIVANJE HEMIJSKOG SASTAVA ETANOLNIH EKSTRAKATA  
 
 
4.3.1.1. Određivanje polifenolnih jedinjenja u ekstraktima duda  
 
Rezultati određivanja sadržaja ukupnih polifenola, flavonoida i antocijana u 
etanolnim ekstraktima (poglavlje 3.2.2), dati su u tabeli 20. 
 
Tabela 20. Sadržaj ukupnih fenola (UF) i flavonoida (UFl), odnos UFl/UF, sadržaji antocijana 
(UA) i monomera antocijana (UMA) u suvim ekstraktima duda 
Uzorak 
UF 
(mg EHK/g) 
UFl 
(mg ER/g) 
(UFl/UF)100 
(%) 
UA 
(mg C3G/g) 
UMA 
(mg C3G/g) 
M. alba 
Plod 
14,13±0,12 3,52±0,09 24,91 0,5±0,02 0,24±0,01 
M. nigra 16,37±0,19 4,73±0,02 28,89 2,97±1,91 1,32±0,49 
M. alba 
List 
66,77±0,75 33,30±0,13 49,88 - - 
M. nigra 145,23±0,51 67,37±0,39 46,38 - - 
M. alba 
Koren 
170,20±1,41 54,29±0,15 31,89 - - 
M. nigra 186,30±0,42 57,11±0,11 30,65 - - 
M. alba 
List* 
46,98±0,99 22,47±0,72 47,82 - - 
M. nigra 122,13±0,60 43,74±0,14 35,81 - - 
*uzorak lista nakon ekstrakcije superkritičnim CO2 
 
Rezultati ispitivanja ukazuju da je najvedi sadržaj ukupnih fenola i flavonoida kod 
ekstrakata vrste M. nigra (186 mg EHK/g u ekstraktu korena i 67 mg ER/g u ekstraktu lista). 
Najmanji sadržaji ovih jedinjenja dobijeni su u ekstraktima ploda belog duda (14,13 mg 
EHK/g i 3,52 mg ER/g). U odnosu na beli dud ekstrakt ploda crnog duda je bogatiji 
antocijanima i monomerima antocijana, što je i očekivano jer je u pitanju bobičasti plod 
crveno-ljubičaste boje, koja potiče od ovih jedinjenja. Nešto niži sadržaji fenola i flavonoida 
u odnosu na ekstrakte korena detektovani su u ekstraktima lista duda. Znatno vedi sadržaj 
polifenolnih jedinjenja (oko 2 puta) je detektovan u ekstraktima lista M. nigra  u odnosu na 
ekstrakte lista M. alba. Može se zaključiti da M. nigra ima, nezavisno od dela biljke vedi 
sadržaj ispitivanih jedinjenja. 
Dobijene vrednosti sadržaja polifenolnih komponenata su u saglasnosti sa 
literaturnim podacima. Za ekstrakt ploda različitih vrsta duda sadržaj polifenolnih 
komponenata se krede u intervalu od 1,81  do 34,88 mg ekvivalenta (korišdene su različite 
referentne supstance) po g svežeg ploda, a za ekstrakt lista od 10,2 do 93 mg ekvivalenta po 
gramu polazne droge. U literaturi nema puno podataka o sadržaju polifenolnih 
komponenata u ekstraktima korena roda Morus. Samo se u rezultatima istraživanja Chang i 
sar. (2011) pojavljuje podatak da je sadržaj ovih komponenata u ekstraktu korena M. alba 
60,65 mg/g, što je manji sadržaj u odnosu na vrste koje su bile predmet ispitivanja ovoga 
rada. Podaci o ukupnom sadržaju flavonoida u ekstraktima vrste Morus su manje zastupljeni 
u odnosu na rezultate sadržaja fenolnih jedinjenja. 
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Dosadašnja istraživanja ukazuju da na sadržaj polifenolnih jedinjenja utiču genotip, 
mesto i tehnika gajenja, kao i razlike u zrelosti biljke (Orhan i sar., 2007). Dokazano je da na 
sadržaj flavonoida utiču UV zračenje i koncentracija ugljendioksida (Daniel i sar., 1999; 
Caldwell i sar., 2005). Takođe, i ostali spoljašnji faktori (svetlost, temperatura, prisustvo 
hranljivih materija u zemljištu) mogu uticati na fenilpropanoidni metabolizam (Dixon i Paiva, 
1995), odnosno na sadržaj polifenola. 
Fenolna jedinjenja deluju kao redukujudi agensi, donori vodonika, imaju osobine 
heliranja metala i utiču na antioksidativno delovanje ekstrakata u kojima se nalaze. 
Antioksidativno delovanje ovih komponenata potiče iz više elemenata njihove hemijske 
strukture. Flavonoidi, zahvaljujudi svojoj hemijskoj strukturi, spadaju u fenolna jedinjenja sa 
najizraženijim antioksidativnim delovanjem. Udeo ukupnih flavonoida u ukupnim fenolima 
mogao bi da ima značajan uticaj na jačinu antioksidativnog delovanja duda ili odgovarajudeg 
ekstrakta. Veliki udeo flavonoida u odnosu na ukupne fenole dobijen je u ekstraktima lista 
duda, a s druge strane, najmanji za ekstrakte plodova duda (udeo manji od 30%). Na osnovu 
ovih rezultata može se pretpostaviti da određeni ekstrakti mogu pokazati značajno 
antioksidativno delovanje u zavisnosti od ukupnog sadržaja fenola, odnosno flavonoida, čiji 
je relativno veliki sadržaj značajan za delovanje. 
 Sadržaj ukupnih polifenolnih jedinjenja dobijen metodom po Folin-Ciocalteu ne 
pruža kompletnu kvalitativnu i kvantitativnu sliku polifenolnih jedinjenja sadržanih u 
ekstraktima, zbog mogudeg prisustva interferirajudih jedinjenja (šederi, aromatični amini, 
sumpor-dioksid, vitamin C, organske kiseline, Fe(II) i ostale supstance koje nisu polifenolnog 
porekla), koji utiču na nerealno povedanje rezultata merenja (Singelton i sar., 1999). Metoda 
za određivanje sadržaja ukupnih flavonoida pokazuje nejednaku selektivnost prema 
jedinjenjima, jer pozitivnu reakciju daju samo jedinjenja koja imaju o-dihidroksifenolne, 3-    
-hidroksihromonske, 5-hidroksihromonske i o-hidroksikarbonilne funkcionalne grupe 
(Merken i Beecher, 2000; Sakakibara i sar., 2003). Iz ovih razloga je kompletna kvalitativna i 
kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja u ekstraktima duda izvršena primenom HPLC 
metode.  
 
 
4.3.1.2. HPLC analiza polifenolnih komponenata 
  
 U cilju utvrđivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava polifenolnih jedinjenja u 
etanolnim ekstraktima duda primenjana je HPLC metoda (poglavlje 3.2.2.5.). Sadržaji 
identifikovanih polifenolnih jedinjenja u ekstraktima ispitivanih vrsta Morus prikazani su u 
tabeli 21. 
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Tabela 21. Sadržaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima roda Morus (mg/g ekstrakta) 
Polifenolno  
jedinjenje 
M. alba M. nigra 
Plod List Koren List* Plod List Koren List* 
Galna 
kiselina 
0,0001 0,4011 0,1741 0,4723 0,1113 0,2054 0,1030 0,1532 
Protokatehinska 
kiselina 
0,0807 0,4365 0,2294 0,5209 0,5528 0,6711 0,0834 0,7369 
Katehin 0,0763 0,6844 1,3401 0,3533 0,1123 0,8418 9,3871 0,5418 
Kafena 
kiselina 
0,0431 16,0656 5,4294 14,548 0,3641 85,2824 9,2886 79,7763 
Vanilinska 
kiselina 
0,0307 0,9123 - - - - - - 
Hlorogenska 
kiselina 
0,0715 0,1316 45,8364 0,2720 0,0134 0,5808 79,7066 0,4697 
Derivat 
kafene kiseline 
0,0115 4,7207 4,8788 4,1701 0,3358 15,8793 8,4752 14,8130 
Epikatehin - 0,6123 - 0,5017 - 0,3386 - 0,3103 
Derivat 
kvercetina 
- 4,0190 - 3,7027 0,2203 22,9412 - 7,2491 
Rutin - 2,1212 - 2,0994 0,2670 10,5695 - 9,8730 
Ukupno 0,3139 30,1048 57,9583 26,8472 1,9769 137,3100 107,0439 113,9232 
*uzorak lista nakon ekstrakcije superkritičnim CO2 
 
Ispitivanje ekstrakata duda obuhvatalo je utvrđivanje prisustva 21 polifenolnog 
jedinjenja: 12 fenolnih kiselina i 9 flavonoida (tabela 10). U ekstraktima ploda, lista i korena 
ispitivanih vrsta duda utvrđeno je prisustvo deset polifenolnih jedinjenja: galna, 
protokatehinska, kafena, vanilinska i hlorogenska kiselina, katehin, epikatehin, rutin, derivat 
kafene kiseline i derivat kvercetina. Sadržaj fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima  
lista i korena je mnogo vedi od detektovanog sadržaja u ekstraktu ploda, nezavisno od vrste. 
HPLC analizom ekstrakata ploda duda (slika 34) utvrđeno je prisustvo manjeg broja 
fenolnih jedinjenja. U ekstraktu ploda M. alba je dokazano prisustvo galne, protokatehinske, 
kafene, vanilinske i hlorogenske kiseline, katehina i derivata kafene kiseline. Od svih 
ispitivanih fenola u ekstraktu M. alba vrste, protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina i 
katehin se nalaze u sadržaju vedem od 50 µg/g ekstrakta, dok je sadržaj galne kiseline skoro 
zanemarljiv (manji od 0,1 µg/g ekstrakta). U poređenju sa ekstraktom ploda M. nigra 
ekstrakt ploda M. alba sadrži vanilinsku kiselinu, a ne sadrži derivat kvercetina i rutin. U 
ekstraktu ploda M. nigra dokazano je prisustvo galne, protokatehinske, kafene i hlorogenske 
kiseline, katehina, rutina, derivat kafene kiseline i derivat kvercetina. 
U poređenju sa ekstraktom ploda M. alba (0,314 mg/g ekstrakta) ukupan sadržaj 
identifikovanih fenolnih jedinjenja u ekstraktu ploda M. nigra je oko šest puta vedi (1,977 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
86 
 
mg/g ekstrakta). U ekstraktu ploda crnog duda je drugačija raspodela dominantnih 
jedinjenja, u vedem sadržaju se nalaze protokatehinska (0,553 mg/g), kafena kiselina (0,3641 
mg/g), derivat kafene kiseline (0,336 mg/g) i rutin (0,267 mg/g). Od svih prisutnih jedinjenja 
najmanji udeo ima hlorogenska kiselina (0,68%). Pregled dostupne literature ukazuje na 
neujednačen sastav ekstrakata i različitu zastupljenost polifenolnih jedinjenja u ekstraktima 
ploda Morus vrste. Zadernowski i sar. (2005) su saopštili da u ekstraktu ploda crnog duda se 
nalaze: galna (2,73 µg/g), protokatehinska (12,1 µg/g), vanilinska (0,65 µ/g), kafena (11,7 
µg/g), o-kumarinska (2,12 µg/g), p-kumarinska (7,61 µg/g) i ferulna kiselina (0,34 µg/g). 
Protokatehinska kiselina je u ispitivanim ekstraktima M. nigra dominantna, kao i u 
ispitivanim ekstraktima u ovom radu. Gundogdu i sar. (2011) su ispitivali ekstrakte ploda M. 
alba, M. nigra  i M. rubra  i utvrdili polifenolni profil ekstrakata. U sve tri ispitane vrste 
dominantni flavonoid je rutin (0,851-1,423 mg/g svežeg ploda), dok su se galna, hlorogenska 
i kafena kiselina izdvojile po svom sadržaju (0,119 do 3,106 mg/g svežeg ploda) u odnosu na 
ostale prisutne fenolne kiseline. Ispitivanje ploda različitih vrsta Morus (Ercisli i Orhan, 2007; 
Memon i sar., 2010; Yang i sar., 2010) ukazuje na različit sastav ekstrakata u zavisnosti od 
osobina upotrebljenog materijala za ekstrakciju. Veliki broj istraživanja je dokazao da 
klimatski uslovi, tip zemljišta, broj sunčanih sati u godini, prosečna temperatura i slični uslovi 
bitno utiču na polifenolni sastav bobičastog voda (Dixon i Paiva, 1995; Geraspopoulos i 
Stavroulakis, 1997; Zadernowski i sar., 20005). Ekstrakti ploda ispitivanih vrsta Morus 
odlikuju se manjim sadržajem polifenolnih jedinjenja u poređenju kako sa ekstraktima lista, 
tako i sa ekstraktima korena.  
 
a)  
b)  
Slika 34. HPLC hromatogrami ekstrakata ploda duda: a) M. alba, b) M. nigra 
 
Ekstrakti lista odlikuju se relativno velikim sadržajem polifenolnih jedinjenja, ekstrakt 
lista M. nigra 137,31 mg/g, a ekstrakt lista M. alba 30,10 mg/g. U oba ekstrakta značajno se 
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po svom sadržaju u odnosu na ukupan sadržaj polifenolnih jedinjenja ističe kafena kiselina 
(53,34% za M. alba i 62,11% za M. nigra), što se može jasno videti i na hromatogramima 
dobijenim pri HPLC analizi (slika 35). Derivat kafene kiseline (4,72 mg/g za M. alba i 15,88 
mg/g za M. nigra), derivat kvercetina (4,02 mg/g za M. alba  i 22, 94 mg/g za M. nigra) i rutin 
(2,12 mg/g za M. alba  i 10,57 mg/g za M. nigra) su mnogo manje zastupljeni u ekstraktima, 
dok je sadržaj ostalih detektovanih jedinjenja manji od 1 mg/g ekstrakta. Slični rezultati u 
pogledu sastava ekstrakata su dobijeni i u istraživanju Bidel i sar. (2007), u kome je kafena 
kiselina dominantno fenolno jedinjenje. Međutim, razlika postoji u tome što je u 
pomenutom istraživanju detektovana i do deset puta manja količina kafene kiseline u 
poređenju sa rezultatima ovog rada. O flavonoidnom sastavu ekstrakata Morus postoje tri 
publikacije (Zhishen i sar., 1999; Sohn i sr., 2004; Katsube i sar., 2006), koje ističu prisutnost 
rutina, kvercetin 3-(6-malonilglikozida), astragalina i izokvercetina u ekstraktima lista duda i 
baziraju se na pojedinačnim aktivnostima pomenutih jedinjenja što ne daje mogudnost 
upoređivanja dobijenih rezultata. 
 
a)  
b)  
Slika 35. HPLC hromatogrami ekstrakata lista duda: a) M. alba, b) M. nigra 
 
Rezultati Memon i sar. (2010), koji su vezani za sadržaj fenolnih jedinjenja u 
ekstraktima M. nigra, M. alba i M. leavigata, nisu u saglasnosti sa rezultatima datim u ovom 
radu. Naime, pomenuti autori su detektovali hlorogensku kiselinu kao dominantnu kiselinu, 
čiji se sadržaj kretao od 0,64 do 1,11 mg/g ekstrakta. Sadržaj hlorogenske kiseline u 
ekstraktima koji su predmet ovog rada je nešto niži (0,13, odnosno 0,58 mg/g), i kao što je 
navedeno dominantna je kafena kiselina. Međutim, pomenuta grupa autora za analizu nije 
Kafena 
kiselina 
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ni koristila standard kafene kiseline pri analizi ekstrakata Morus, tako da se sa sigurnošdu ne 
može tvrditi da nije bila prisutna u ispitivanim ekstraktima.  
Uočene razlike u sadržaju detektovanih fenolnih jedinjenja su najverovatnije 
posledica različitog analiziranog materijala, različite tehnike izolacije i/ili primenjene metode 
za analizu fenolnih jedinjenja. Ova neslaganja mogu ukazati i na to da sastav fenolnih 
komponenata nije tipičan za određenu vrstu Morus i nije u potpunosti kontrolisan na nivou 
gena, nego na njega mogu imati uticaj i različiti ekološki faktori. Katsube i sar. (2009) su 
dokazali uticaj temperature sušenja na polifenolni sadržaj, pratedi nivo pet dominantnih 
polifenolnih jedinjenja u ekstraktima lista M. alba. Zhishen i saradnici (1999) su ispitivali 
sadržaj rutina i kvercetina u ekstraktu lista, i pokazali da sadržaj pomenutih flavonoida zavisi 
od godišnjeg doba u kome se bere list. Isto tako, uzimajudi u obzir hemijsku strukturu kafene 
kiseline i hlorogenske kiseline (estar kafene i kvininske kiseline) mogude je da je stajanjem 
droge došlo i do hemijske transformacije jedinjenja ili enzimskih reakcija u ispitivanom 
materijalu, listu duda, koje su uticale na ovakav profil fenolnih kiselina. Na osnovu 
literaturnih podataka može se zaključiti da rezultati ovih istraživanja ukazuju na uticaj uslova 
uzgajanja biljke, pripreme materijala za ekstrakciju, ali i načina izolovanja aktivnih 
komponenata na polifenolni profil dobijenih ekstrakata. 
  
a)  
b)  
Slika 36. HPLC hromatogrami ekstrakata lista duda nakon CO2 ekstrakcije: a) M. alba, b) M. 
nigra 
 
Poređenjem rezultata dobijenih HPLC analizom ekstrakata lista belog i crnog duda 
nakon superkritične ekstrakcije (tabela 21, slike 35 i 36) može se uočiti da postoji izvesna 
razlika u kvantitativnom sastavu, nakon izolovanja (separacije) lipofilnih jedinjenja procesom 
SFE, što je rezultat, najverovatnije, radnih uslova ekstrakcije kojima je bila izložena droga, tj. 
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list duda. Vanilinska kiselina prisutna u ekstraktu lista belog duda nije detektovana u 
ekstraktu droge nakon CO2 ekstrakcije. Takođe, u ekstraktu lista crnog duda je uočena velika 
razlika u sadržaju derivata kvercetina u ekstraktu nativne droge (22,9412 mg/g) i ekstraktu 
nakon separacije lipofilnih komponenata (7,2491 mg/g). Pri superkritičnoj ekstrakciji često 
dolazi do enzimskih reakcija i/ili hemijskih transformacija polifenolnih jedinjenja, naročito na 
slobodnim OH grupama (Siquera i sar., 2011) što se pretpostavlja da je razlog ovako 
dobijenih rezultata. Ukupan sadržaj polifenolnih jedinjenja je manji za M. alba 10,82%, a za 
M. nigra 17,03%, u odnosu na sadržaj u ekstraktima nativne droge. 
U ekstraktima korena ispitivanih vrsta detektovano je šest polifenolnih 
komponenata: galna, protokatehinska, kafena i hlorogenska kiselina, katehin i derivat 
kafene kiseline. U oba ekstrakta dominira hlorogenska kiselina (udeo vedi od 74%), što se 
vidi i na hromatogramima koji su prikazani na slici 37. Derivat katehina (1,34 mg/g za M. 
alba i 9,38 mg/g za M. nigra), kafena kiselina (5,43 mg/g za M. alba  i 9,29 mg/g za M. nigra) 
i derivat kafene kiseline (4,88 mg/g za M. alba  i 8,48 mg/g za M. nigra) su mnogo manje 
zastupljeni u ekstraktima, dok je udeo galne i protokatehinske kiseline manji od 1 mg/g 
ekstrakta. Ekstrakt korena sadrži najviše (57,96 mg/g) polifenolnih jedinjenja u okviru vrste 
M. alba, što se slaže sa rezultatima spektrofotometrijskih merenja prikazanim u tabeli 20. 
Ekstrakti vrste M. nigra pokazuju drugačiji odnos, poređenjem ukupanog sadržaja 
polifenolnih jedinjenja detektovanih HPLC analizom (tabela 21) i spektrofotometrisjkim 
merenjem (tabela 20), što je najverovatnije posledica neselektivnosti spektrofotometrijskih 
metoda.   
 
a)  
b)  
Slika 37. HPLC hromatogrami ekstrakata korena duda: a) M. alba, b) M. nigra 
Svi dostupni literaturni podaci o ekstraktima korena duda govore uglavnom o 
biološkoj i farmakološkoj aktivnosti ili o prisustvu specifičnih flavonoidnih jedinjenja (morin, 
Hlorogenska 
kiselina 
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malberozid, kuvanon S, ciklomorusin, itd.) koja nisu detektovana u ekstraktima ispitivanim u 
ovom radu. O profilu fenolnih kiselina korena duda ne postoji ni jedan dostupan navod u 
literaturi i samim tim ovi rezultati po prvi put svedoče o prisustvu ovih sekundarnih 
metabolita. 
Imajudi u vidu da kafena kiselina, hlorogenska kiselina, rutin i katehin imaju veliki 
biološki potencijal i ispoljavaju mnogobrojne pozitivne efekte, kao što su snažna 
antiinflamatorna, antiviralna i antikancerogena aktivnost, sadržaj ovih jedinjenja u 
ispitivanim ekstraktima ukazuje na njihovo potencijalno delovanje i potrebu za daljim 
ispitivanjima njihovih bioloških i farmakoloških efekata. Uopšteno, dobijeni rezultati 
polifenolnog sadržaja mogu biti od velike koristi u proceni lekovitosti vrsta Morus, imajudi u 
vidu njihovu manju zastupljenost u tradicionalnoj medicini i ishrani na našim prostorima. 
Takođe, vedina ispitanih ekstrakata može se smatrati potencijalnim izvorom određenih 
fenolnih jedinjenja, jer ih sadrže u značajnim količinama i mogu biti iskorišdene kao sirovine 
za njihovo dobijanje. 
 
 
4.3.1.3. HPLC analiza saharida 
 
U cilju utvrđivanja sastava i sadržaja saharida u etanolnim ekstraktima ploda duda, 
primenjena je HPLC metoda (poglavlje 3.2.2.6.). Šederi su primarni metaboliti koji su osnovni 
izvori energije biljke, naročito bobičastih plodova (Gundogdu i sar., 2011). Sadržaj ugljenih 
hidrata varira od 3 do 30%, a dominantni monosaharidi su glukoza i fruktoza. Dobijeni HPLC 
hromatogram za plod crnog duda je prikazan na slici 38, a rezultati analize su dati u tabeli 
22. 
 
 
Slika 38. HPLC hromatogram saharida ekstrakta ploda M. nigra 
 
 
 
 
 
 
 
Fruktoza 
Glukoza 
Saharoza 
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Tabela 22. Sadržaj šedera u ekstraktima roda Morus određen HPLC analizom 
Jedinjenje 
M. alba  M. nigra 
mg/g ekstrakta mg/g ploda mg/g ekstrakta mg/g ploda 
Saharoza 0,112 0,028 0,175 0,034 
Glukoza 19,836 4,965 25,740 4,947 
Fruktoza  20,142 5,042 26,959 5,182 
Ukupno 40,09 10,035 52,874 10,162 
 
Sadržaji glukoze (oko 49%) i fruktoze (oko 50%) u ispitivanim uzorcima u odnosu na 
ukupan sadržaj detektovanih saharida je toliko vedi u odnosu na saharozu (oko 0,3%) da se 
može zaključiti da je saharoza prisutna u tragovima. Ozgen i sar. (2009) su ispitivali sadržaj 
šedera u različitim varijetetima vrsta M. nigra i M. rubra i utvrdili da su fruktoza (oko 52%) i 
glukoza (oko 48%) dominantni šederi prisutni u ovim ekstraktima, sa čime se slažu predhodni 
rezultati. Ukoliko se poredi sadržaj šedera u odnosu na polazni materijal (plod) može se 
videti da su udeli slični i da nisu specifični za ispitivane vrste belog i crnog duda. Slični 
rezultati su dobijeni i u ispitivanju Gondogdu i sar. (2011) koji su određivali sadržaj šedera u 
tri Morus vrste: M. alba, M. nigra i M. rubra. 
Sadržaj šedera u polaznoj sirovini (plodu) i samim ekstraktima je značajan sa 
stanovišta mogudnosti upotrebe ekstrakata kao korigensa ukusa nekog gotovog proizvoda.  
 
 
4.3.1.4. Sadržaj mikro-, makro- i toksičnih elemenata primenom ICP-OES metode 
 
Nekoliko naučnih istraživanja bavilo se pitanjem sadržaja mikro-, makro- i toksičnih 
elemenata u različitim vrstama duda (Ercisli i Orhan, 2007; Imran i sar., 2010). Istraživanja su 
uglavnom bazirana na ispitivanju mineralnog sasatava ploda različitih vrsta duda koja su 
pokazala da plod duda sadrži čitav spektar mineralnih materija. U istraživanjima različitih 
vrsta duda, koja su sprovedena u Turskoj, dobijene su vrednosti sadržaja Ca od 132 do 576 
mg/100 g svežeg ploda (s.p.), Mg od 106 do 360 mg/100 g s.p. i Na od 59 do 280 mg/100 s.p. 
Mikroelementi u ispitanim ekstraktima duda se kredu u intervalu od 0,4 do 77,6 mg/100 g 
s.p., gde su Fe i Zn u najviše zastupljeni a Cu najmanje zastupljen element u odnosu na sve 
detektovane elemente. U tabeli 23 su prikazani rezultati analize sadržaja mikro-, makro- i 
toksičnih elemenata u suvim ekstraktima duda, primenom ICP-OES metode (poglavlje 
3.2.2.7). 
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Tabela 23. Sadržaj mikro-, makro- i toksičnih elemenata u ekstraktima duda (µg/g s.e.*) 
Element Morus alba L. Morus nigra L. 
 plod list koren plod list koren 
Makroelelmenti 
Ca 660** 1.399 450 873 1.548 674 
Mg 591 1.641 652 769 1.942 1.269 
Na 226 264 216 187 293 440 
Mikroelementi 
B 7,25 40,4 24,1 8,9 23,3 17,2 
Co < 0,016 < 0,016 0,14 < 0,016 < 0,016 0,44 
Cr < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 < 0,002 
Cu 10,5 17,4 10,0 11,9 19,5 22,9 
Fe 6,35 2,63 8,97 5,45 143 18,3 
Li 0,14 2,43 0,69 0,13 0,77 2,06 
Mn 2,56 4,22 4,59 6,02 9,80 19,3 
Ni 1,25 5,90 1,73 1,42 4,81 14,2 
Se < 0,003 0,10 0,04 < 0,003 < 0,003 0,09 
Sr 2,18 2,77 1,15 2,34 3,01 1,68 
Zn 17,7 32,5 3,36 10,7 31,9 13,7 
Toksični elementi 
Al 3,52 1,93 7,30 3,95 2,23 7,81 
As 0,04 0,08 0,08 0,04 0,13 0,13 
Cd < 0,0007 < 0,0007 < 0,0007 < 0,0007 0,01 < 0,0007 
Hg < 0,003 < 0,003 0,66 < 0,003 0,11 < 0,003 
Pb 0,86 < 0,014 < 0,014 < 0,014 0,26 0,12 
*
µg/g s.e. - µg po g suvog ekstrakta  
**
srednja vrednost, n=3 
 
 
Relativno veliki sadržaj Ca i Mg je karakterističan za list obe vrste duda, dok je Mg 
dominantni makroelemet ekstrakta korena crnog duda (slika 39). Ekstrakti lista imaju vedi 
sadržaj magnezijuma i kalcijuma u odnosu na ekstrakte ploda i korena iste vrste. Natrijum je 
manje zastupljen makroelement u svim ispitanim ekstraktima. Ekstrakt lista crnog duda se 
izdvaja po vedem sadržaju Ca i Mg u odnosu na ostale ekstrakte, dok se ekstrakt korena 
crnog duda izdvaja po vedem sadržaju Na u odnosu na ostale ekstrakte (tabela 23). 
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   M. alba     M. nigra 
 
Slika 39. Sadržaj makroelemenata u ekstraktima duda 
 
Sadržaj mikroelementa u ispitanim ekstraktima duda je različit i krede se do 143 µg/g 
s.e., koliki je sadržaj Fe u ekstraktu lista M. nigra. Najzastupljeniji mikroelementi u svim 
ispitanim uzorcima duda, po opadajudem nivou, su Fe, B, Zn, Cu i Mn (tabela 23 i slika 40).  
U analiziranim ekstraktima ploda duda najzastupljeniji je Zn (17,7 µg/g s.e.) za M. 
alba i Cu (11,9 µg/g s.e.) za M. nigra. Co, Cr i Se su elementi koji se u ekstraktima ploda duda 
nalaze u vrlo maloj količini ili je njihov sadržaj ispod granice detekcije primenjene metode. 
Poređenjem sadržaja mikroelemenata u ekstraktima ploda duda poreklom iz Turske i Kine 
(Ercisli i Orhan, 2007; Imran i sar., 2010; Yang i sar., 2010) i Srbije može se zapaziti da su 
dobijeni slični rezultati, Fe, Zn i Cu su mikroelementi koji su dominantni u plodu duda.  
U ekstraktima lista duda po svom sadržaju izdvajaju se B, Cu i Zn za obe ispitane vrste 
duda, sa izuzetkom da u ekstraktu lista crnog duda dominira Fe. Zanimljivo je da je sadržaj 
gvožđa višestruko vedi u ekstraktu lista M. nigra (143 µg/g s.e.) nego u ekstraktu lista M. 
alba (2,63 µg/g s.e.). 
Što se tiče mikroelemenata koji su ispitivani u ekstraktima korena veoma značajni 
podaci su dobijeni za ekstrakt korena crnog duda. Po sadržaju od 11 mikroelementa, 4 
elementa (Cu, Mn, Ni i Zn) su u vedem sadržaju u ekstraktu korena crnog duda u odnosu na 
svih šest ispitanih ekstrakata, a 10 je u vedem sadržaju u odnosu na ekstrakt korena belog 
duda. Poređenjem svih ispitanih ekstrakata po osnovu sadržaja mikroelemenata posebno se 
izdvajaju ekstrakti lista ispitanih vrsta Morus i ekstrakt korena M. nigra. 
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Slika 40. Sadržaj mikroelemenata u ekstraktima duda 
 
Nizak sadržaj toksičnih elementa (tabela 23) pokazuje da su ekstrakti 
zadovoljavajudeg kvaliteta za humanu upotrebu, tj. da ne sadrže toksične elemente preko 
dozvoljenih granica (Švarc-Gajid, 2010). 
Obzirom na relativno veliki sadržaj makroelemenata (Mg i Ca), kao i mikroelemenata 
(Fe, B, Zn, Cu i Mn) i mali sadržaj toksičnih elemenata, ekstrakti duda se mogu preporučiti za 
humanu upotrebu u vidu jedne od komponenata dijetetskog suplementa sa određenim 
mineralnim sastavom. 
 
 
4.4. SUPERKRITIČNA EKSTRAKCIJA 
  
 Za ekstrakciju lipofilnih komponenata postupak superkritične ekstrakcije predstavlja 
odličnu alternativu klasičnim postupcima ekstrakcije, što je ved opisano u poglavlju 2.7.2. 
Preliminarna ispitivanja različitih delova duda (ploda, lista i korena) su pokazala da je list kao 
materijal jedini pogodan za ovu vrstu ekstrakcije. Da bi se izvršila ekstrakcija ploda duda, bilo 
je potrebno osušiti plod, što nije bilo predviđeno ovim radom, dok je za ekstrakciju korena 
bila potrebna veda količina materijala, koja je podrazumevala narušavanje vegetacije samog 
stabla biljke. Takođe, dosadašnja istražovanja se nisu bavila superkritičnom ekstrakcijom 
roda Morus, što je ukazalo na potrebu primene superkritičnog CO2 kao ekstragensa. U cilju 
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dobijanja ekstrakata lista ispitivanih vrsta Morus primenjena je superkritična ekstrakcija 
ugljendioksidom po prethodno opisanoj proceduri (poglavlje 3.2.1.2.), na pritisku od 300 bar 
i temperaturi 40°C, pri protoku ugljendioksida od 0,194 kg/h i zapreminskoj masi 0,929 
g/cm3.  Kinetika ekstrakcije je prikazana na slici 41. 
 
 
Slika 41. Kinetika superkritične ekstrakcije lista duda 
 
Prinos ekstrakata nakon 17 sati je dat u tabeli 24 i može se videti da je prinos lista 
crnog duda (3,46%) nešto vedi nego lista belog duda (2,96%). Poređenjem prinosa 
ekstrakata (tabele 19 i 24) polarnim (etanolom) i nepolarnim rastvaračem (ugljendioksidom) 
može se zaključiti da je list duda bogatiji polarnim komponentama. Polarna jedinjenja su 
prisutna u listu crnog duda oko 6 puta više u odnosu na nepolarna, dok u listu belog duda 
oko 8 puta više. 
  
Tabela 24. Prinos superkritične ekstrakcije lista duda 
Vrsta duda 
Prinos ekstrakta 
(%, g/100 g droge) 
M. alba 2,963±0,081 
M. nigra 3,464±0,074 
 
Dobijeni CO2 ekstrakti lista duda su analizirani sa ciljem utvrđivanja sadržaja masnih 
kiselina i sadržaja ukupnih karotenoida. Ispitivanje delovanja ovih ekstrakata je obuhvatalo i 
utvrđivanje antioksidativne i citotoksične aktivnosti. 
 Lipofilne komponente se najčešde ekstrahuju koršdenjem hloroforma, petroletra ili 
smeše hloroforma i metanola kao ekstragensa. Usled nemogudnosti primene superkritične 
ekstrakcije kod ploda duda, a sa ciljem ispitivanja lipidnog sastava ekstrakata, plod duda je 
ekstrahovan klasičnom metodom primenom dietiletra kao ekstragensa (poglavlje 3.2.2.8.). 
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4.4.1. ISPITIVANJE LIPOFILNOG SASTAVA EKSRAKATA PLODA I LISTA DUDA 
 
 
4.4.1.1. Sadržaj masnih kiselina primenom GC/FID metode  
 
Uprkos postojanju brojnih studija o sekundarnim metabolitima, kao što su flavonoidi, 
fenolne kiseline, ugljeni hidrati, vitamini i alkaloidi, mali je broj radova koji se odnose na 
sadržaj masnih kiselina u vrstama Morus. Masne kiseline su izolovane iz plodova različitih 
vrsta duda i ulja semena duda (tabela 4). Ercisli i Orhan (2007) su odredili profil i sadržaj 
masnih kiselina u nekoliko vrsta duda (M. alba, M. nigra i M. rubra). Utvrđeno je da su 
najzastupljenije masne kiseline u analiziranim uzorcima bile (C18:2), zatim C16:0, C18:1, 
C18:0, C19:1 i C14:0. Elmaci i Altrug su 2002. godine objavili studiju o uticaju različitih 
genotipova crnog duda na lipidni profil ekstrakata ploda, gde je takođe dominantna masna 
kiselina bila linolna. Slični rezultati su dobijeni i analizom ulja dobijenim iz semena ploda 
duda (Gecgel i sar., 2011). 
U cilju utvrđivanja sastava masnih kiselina u ekstraktima ploda i lista dve vrste roda 
Morus, primenjana je GC/FID metoda (poglavlje 3.2.2.8.). Rezultati kompletne analize 
ekstrakata su dati u prilogu 4 (tabela 10), a na slikama 42 i 43 su prikazani hromatogrami 
ispitivanih ekstrakata. U tabeli 25 su dati sadržaji dominantnih masnih kiselina koje su 
prisutne u ekstraktima duda. 
 
Tabela 25. Sastav i sadržaj masnih kiselina u ekstraktima lista i ploda duda 
Jedinjenje 
M. alba  
list 
M. nigra  
list 
M. alba  
plod 
M.  nigra  
plod 
% (g/100 g s.e.) 
Miristinska kiselina (C14:0) 2,36 2,24 0,27 0,53 
Pentadekanoinska kiselina (C15:0)  0,88 0,48 1,68 0,09 
Palmitinska kiselina  (C16:0) 26,38 25,99 37,56 16,77 
Palmitoleinska kiselina (C16:1) 0,67 0,33 1,24 0,37 
Heptadekanoinska kiselina (C17:0) 2,66 1,93 0,29 0,27 
Stearinska kiselina (C18:0) 4,91 5,32 1,73 3,89 
Oleinska kiselina (C18:1n9c) 2,86 2,30 7,61 6,91 
Linolna kiselina (C18:2n6c) 15,76 16,05 40,52 67,38 
Arahidonska kiselina (C20:0) 4,45 4,13 0,34 0,37 
Cis-11-Eikozanoenska kiselina (C20:1) 1,08 1,15 0,20 0,15 
Linolenska kiselina (C18:3n3) 34,97 37,57 6,32 2,61 
Behenska kiselina (C22:0) 2,81 1,90 1,94 0,54 
Lignocerinska kiselina (C24:0) 1,22 0,61 0,30 0,12 
Zasidene masne kiseline (SFA) 45,67 42,60 44,11 22,78 
Nezasidene masne kiseline (UFA; MFA+PFA) 54,33 57,40 55,89 77,42 
UFA:SFA odnos 1,19 1,35 1,23 3,40 
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U ispitanim ekstraktima identifikovano je 13 masnih kiselina u udelu vedem od 
0,02%. Dominantna kiselina u ekstraktima ploda ispitanih vrsta Morus je linolna kiselina, 
koja je u ekstraktima prisutna u udelu od 40,52 do 67,38% u odnosu na ukupan sadržaj 
identifikovanih jedinjenja. Udeo ove kiseline u plodu M. nigra (67,38%) je vedi od sadržaja 
koji su u ovoj vrsti duda detektovali Elmaci i Altug (2002) i Ercisli i Orhan (2008), koji je 
iznosio 44,43%, odnosno 64%. Po svom udelu druga kiselina koja se izdvaja u ekstraktima 
ploda je palmitinska kiselina koja je najviše zastupljena u ekstraktu ploda M. alba (37,56%). 
Udeo ove kiseline je mnogo vedi od udela koji je određen u istraživanju Gecgel i sar. (2011), 
10,46%. Od nezasidenih masnih kiselina (UFA), pored linolne kiseline, u ekstraktima ploda po 
svom vedem sadržaju izdvajaju se stearinska (mononezasidena masna kiselina) i oleinska i 
linolenska kiselina (polinezasidene masne kiseline). U ekstraktima ploda duda u udelu vedem 
od 1% detektovane su u ekstraktima M. alba pentadekanoinska, stearinska i behenska 
kisleina, dok u ekstraktima M. nigra samo stearinska kiselina.  
 
a)  
 
b)  
Slika 42. GC hromatogrami ekstrakata ploda duda; a) M. alba, b) M. nigra 
 
U superkritičnim ekstraktima lista Morus (slika 43) dominantna kiselina je 
polinezasidena linolenska kiselina čiji je sadržaj 34,97% (M. alba) i 37,57% (M. nigra). Po 
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svom sadržaju se izdvajaju i linolna i palmitinska kiselina, čiji je sadržaj u oba ekstrakta vedi 
od 15% (tabela 25). U poređenju sa ekstraktom ploda, u ekstraktima lista veda je 
zastupljenost miristinske, heptadekanoinske, stearinske, arahidonske, cis-11-eikozeinske i 
behenske kiseline u odnosu na ekstrakte ploda iste vrste. Veda zastupljenost nezasidenih 
masnih kiselina (veda od 50%) ukazuje na povoljne osobine CO2 ekstrakata i mogudu 
primenu u vidu fitopreparata.  
 
a)  
 
b)  
 
Slika 43. GC hromatogrami superkritičnih ekstrakata lista duda; a) M. alba, b) M. nigra 
 
U ispitanim ekstraktima nisu detektovane masne kiseline sa nizom manjim od C10. 
Odnos UFA i SFA je vedi od 1 što ukazuje na pozitivne karakteristike svih ispitanih ekstrakata. 
Po vedem odnosu posebno se izdvaja ekstrakt ploda M. nigra (3,40). Na osnovu podataka 
datih u tabeli može se zaključiti da su ekstrakti ploda i lista belog i crnog duda bogati 
nezasidenim masnim kiselinama i to ekstrakt ploda linolnom kiselinom (40,52 i 67,38%), a 
superkritični ekstrakt lista linolenskom kiselinom (34,97 i 37,57%). Dominantna zasidena 
masna kiselina u svim ispitanim ekstraktima je palmitinska kiselina (od 16,77 do 37,56%). O 
sadržaju masnih kiselina u ekstraktima lista Morus vrsta nema objavljenih podataka u 
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literaturi, kao ni o karakteristikama superkritičnih ekstrakata. Dobijeni podaci i pozitivne 
karakteristike ekstrakata određene u ovom radu mogu biti dobra polazna osnova za 
formulaciju novih farmaceutskih proizvoda. 
 
 
4.4.1.2. Sadržaj ukupnih karotenoida  
  
Rezultati spektrofotometrijskog određivanja sadržaja ukupnih karotenoida u 
superkritičnim ekstraktima lista i dietiletarskim ekstraktima ploda dati su u tabeli 26. 
 
Tabela 26. Sadržaj ukupnih karotenoida u ekstraktima lista i ploda duda 
Uzorak Ekstrakt 
Ukupni sadržaj karotenoida 
(mg/g suvog ekstrakta) 
M. alba  
Dietiletar, plod 
21,16±0,09 
M. nigra  14,66±0,23 
M. alba  
Superkritični CO2, list 
65,08±0,14 
M. nigra  52,84±0,11 
 
Sadržaj karotenoida u ekstraktima se krede u intervalu od 14,66 do 65,08 mg/g 
ekstrakta. Iako su primenjeni različiti ekstragensi rezultati ispitivanja ukazuju da je nešto vedi 
sadržaj ukupnih karotenoidnih jedinjenja kod ekstrakata vrste M. alba, kako u plodu tako i u 
listu ove vrste duda. Takođe, vedi sadržaj karotenoida je detektovan u ekstraktima listova 
obe vrste duda dobijenim superkritičnom ekstrakcijom u odnosu na ekstrakte ploda. Ovi 
rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u istraživanjima različitih vrsta Morus (tabela 
4). HPLC analizom je kvalitativno i kvantitativno određen sastav ekstrakata ploda Morus 
atropurourea (Issabelle i sar., 2008) u kojima su se kao dominantni izdvojili lutein i   β-
karoten, koji čine više od 94% ukupanog sadržaja karotenoida. U istom radu ispitana je 
povezanost prisunih karotenoida i antioksidativna aktivnost ekstrakata. Prisustvo devet 
karetonoidnih jedinjenja (Uzakova, 1987) je dokazano u ekstraktu lista duda, od kojih su 
dominantna pomenuta dva, lutein (22,4%) i β-karoten (41,4%).  
 
 
4.5. ISPITIVANJE DELOVANJA EKSTRAKATA 
 
4.5.1. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE 
 
 Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata određena je primenom testova koji 
su zasnovani na transferu elektrona (neutralizacija DPPH• radikala i određivanje redukcione 
sposobnosti), neutralizaciji slobodnoradikalske vrste (kapacitet „hvatanja” HO• radikala) i 
potencijalu inhibicije lipidne peroksidacije (poglavlje 2.4.). Takođe, uporedno su ispitane i 
odgovarajude aktivnosti potentnih, sintetičkih antioksidanasa BHT (E320), BHA (E321) i 
askorbinske kiseline (E300), koji se vrlo često koriste kao aditivi, kako u hrani, tako i u 
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farmaceutskim, kozmetičkim i raznim drugim industrijskim proizvodima. U tabeli 27 su 
prikazani rezultati određivanja antioksidativnog delovanja ekstrakata roda Morus. 
 
Tabela 27. Antioksidativni potencijal ekstrakata roda Morus 
Uzorak Ekstrakt 
DPPH• 
IC50 (mg/ml) 
Reducing power 
EC50 (mg/ml) 
OH• 
IC50 (mg/ml) 
AOA 
IC50 (mg/ml) 
M. alba 
Etanolni, plod 
0,1469±0,0087 0,337±0,092 0,253±0,016 1,762±0,053 
M. nigra 0,0650±0,0104 0,276±0,088 0,597±0,094 1,684±0,078 
M. alba 
Etanolni, list 
0,0120±0,0055 0,076±0,001 0,164±0,011 0,976±0,121 
M. nigra 0,0055±0,0012 0,014±0,067 0,159±0,089 0,324±0,105 
M. alba 
Etanolni, koren 
0,0274±0,0038 0,137±0,038 0,322±0,023 1,281±0,061 
M. nigra 0,0153±0,0009 0,249±0,014 0,658±0,014 1,007±0,100 
M. alba 
Superkritični CO2, list 
0,3087±0,0022 - - 2,059±0,074 
M. nigra 0,2461±0,0034 - - 1,536±0,058 
M. alba 
Etanolni, list* 
0,0118±0,0065 0,087±0,001 0,163±0,009 2,998±0,401 
M. nigra 0,0059±0,0003 0,025±0,033 0,160±0,015 2,426±0,097 
BHT 0,0134±0,0006 - 0,149±0,008 0,057±0,021 
BHA 0,0087±0,0012 - 0,317±0,022 - 
Askorbinska kiselina - 0,007±0,001 - - 
*uzorak lista nakon ekstrakcije superkritičnim CO2 
 
 
DPPH metod 
 
Slobodni DPPH• radikali se najčešde upotrebljavaju u antioksidativnim testovima za 
određivanje sposobnosti prirodnih sekundarnih metabolita prisutnih u ekstraktima da 
predaju vodonikov atom slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam predstavlja najčešdi i 
najjednostavniji mehanizam antioksidativne zaštite (DPPH• + Antioksidans→ DPPH-H + 
Antiooksidans•). Zbog nesparenog elektrona DPPH• apsorbuje svetlost u vidljivom delu 
spektra, na talasnoj dužini 517 nm (ljubičasta boja). Kada se ovaj elektron spari u prisustvu 
antioksidansa, apsorbanca na ovoj talasnoj dužini opada (Goupy i sar., 2003). Određivanje 
kapaciteta neutralizacije DPPH• radikala je metoda koja je široko prihvadena i primenjivana 
zbog komercijalne dostupnosti DPPH reagensa, tačnosti i brzine metode. Na slici 44 
prikazane su IC50 vrednosti delovanja ekstrakata duda na neutralizaciju DPPH
•. IC50 vrednosti 
ispitanih ekstrakata (tabela 27) iznose od 0,0055 (M. nigra, list) do 0,3087 mg/ml (M. alba, 
list CO2) i ukazuju na to da ispitivani ekstrakti imaju značajnu sposobnost neutralizacije 
DPPH• radikala. Na osnovu IC50 vrednosti evidentno je da ekstrakt lista M. nigra pokazuje 
vedu antiradikalsku aktivnost čak i od komercijalno korišdenih BHT i BHA. 
Redosled antiradikalske aktivnosti etanolnih ekstrakata duda na DPPH• je: M. nigra, 
list> M. alba, list> M. nigra, koren> M. alba, koren> M. nigra, plod> M. alba, plod, iz čega se 
zaključuje da najvedu aktivnost pokazuje ekstrakt lista duda, a najmanju ekstrakt ploda, bez 
obziran na ispitivanu vrstu duda. Poređenjem ekstrakata u odnosu na vrstu, M. nigra ima 
vedi kapacitet neutralizacije DPPH• radikala u odnosu na M. alba. Iz rezultata antioksidativne 
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aktivnosti ekstrakata lista dobijenog od droge koja je predhodno ekstrahovana 
superkritičnim CO2 može se videti da sam proces superkritične ekstrakcije nije bitno uticao 
na antioksidativnu aktivnost (IC50 vrednost je praktično ista: 0,0055 odnosno, 0,0059 
mg/ml). Superkritični ekstrakti lista imaju znatno nižu aktivnost u odnosu na etanolne 
ekstrakte, što je i razumljivo shodno predhodno određenom hemijskom sastavu ekstrakata. 
Takođe, i u slučaju superkritičnih ekstrakata, ekstrakt lista M. nigra ima vedu aktivnost u 
odnosu na ekstrakt lista M. alba, što je u skladu sa sadržajem karotenoida i detektovanih 
masnih kiselina. 
Poređenje rezultata ispitivanja ekstrakata roda Morus sa drugih lokaliteta i rezultata 
dobijenih u ovom radu omogudeno je širokom primenom DPPH metode. U ispitivanju 
antioksidativnog delovanja etanolnog ekstrakta ploda M. alba sa područja Koreje (Bae i Suh, 
2007), utvrđeno je da se RSC vrednost od oko 60% postiže pri koncentraciji od 200 µg/ml. 
Koncentracija metanolnog ekstrakta lista M. indica potrebna da se inhibira 50% DPPH 
radikala je 0,079 mg/ml (Arabshahi i Urooj, 2007), što je nešto veda vrednost u odnosu na 
naše ispitivane uzorke. Chang i saradnici (2011) koristedi DPPH test su ispitivali 
antioksidativno dejstvo etanolnih ekstrakata kore i korena M. alba. Utvrđeno je da ovi 
ekstrakti pri koncentraciji od 0,010 mg/ml dostižu RSC vrednosti od 86% (kora) i 37% 
(koren).  
 
Slika 44. Potencijal neutralizacije DPPH• radikala etanolnih ekstrakata roda Morus 
 
Ranija istraživanja su pokazala i da mehanizam reakcije antioksidanasa i DPPH• zavisi 
od strukture antioksidanasa (Bondet i sar., 1997). Na antiradikalsku aktivnost fenolnih 
jedinjenja uticaj ima broj i položaj hidroksilnih grupa (Cotelle, 2001; Heim i sar., 2002; Amid i 
sar., 2003). Kafena kiselina, prisutna fenolna kiselina u ekstraktima duda, ispoljava vedu 
antiradikalsku aktivnost na DPPH• u poređenju sa, npr., ferulnom i p-kumarinskom 
kiselinom, obzirom na njihovu strukturu, koja omogudava bolju stabilizaciju fenoksil radikala 
(Tumbas i sar., 2012). 
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Reduktivna sposobnost 
 
Reduktivna sposobnost (Reducing power) neke komponente može da posluži kao 
značajan indikator njegove potencijalne antioksidativne aktivnosti (Meir i sar., 1995). 
Merenje reduktivne sposobnosti se zasniva na pradenju i ispitivanju transformacije 
Fe3+→Fe2+ u prisustvu ekstrakata primenom metode po Oyaizu (1986). Veda apsorbanca 
ukazuje na vedu reduktivnu sposobnost. U ovoj metodi žuta boja test rastvora menja se u 
različite nijanse zelene ili plave, u zavisnosti od redukcione modi prisutnih komponenata u 
ispitivanom uzorku. U prisustvu reduktanata (antioksidativnih komponenata) dolazi do 
redukcije Fe3+ fercijanidnog kompleksa u Fe2+  formu, a ova transformacija se prati na 
talasnoj dužini 700 nm merenjem formacije Perlovog prusijanskog plavog (Fereira i sar., 
2007). 
 
Slika 45. Redukcioni potencijal etanolnih ekstrakata roda Morus 
  
Reduktivna sposobnost ekstrakata duda (slika 45), na osnovu dobijenih EC50 
vrednosti (tabela 27), opada u slededem nizu: M. nigra, list> M. alba, list> M. alba, koren> 
M. nigra, koren>  M. nigra, plod> M. alba, plod, što je skoro isti redosled određen primenon 
DPPH metode. Reduktivna sposobnost svih ispitivanih ekstrakata roda Morus je mnogo 
manja u odnosu na reduktivnu sposobnost askorbinske kiseline. Na osnovu rezultata 
ispitivanja, kao ekstrakt sa najvedom reduktivnom sposobnošdu može se izdvojiti ekstrakt 
lista M. nigra, kao i kod DPPH metode. Najmanju reduktivnu sposobnost su pokazali 
ekstrakti ploda obe ispitane vrste. 
Bae i Suh (2007) su ispitali reduktivnu sposobnost pet ekstrakata ploda različitih 
kultivara Morus alba  i utvrdili da reduktivna sposobnost ovih ekstrakata pri koncentraciji od 
0,4 mg/ml odgovara absorbancama od 0,621 do 1,2. Chang i saradnici  (2011) koji su 
ispitivali antioksidativnu sposobnost ekstrakata kore i korena duda su upoređivali 
reduktivnu sposobnost ekstrakata i flavonoida prisutnih u ovim ekstraktima. Flavonoidi koji 
su se izdvojili po svojoj reduktivnoj sposobnosti su maklurin i morin, dok su ekstrakti kore i 
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korena ove vrste duda (M. indica) pokazali 3 do 6 puta manju reduktivnu sposobnost u 
odnosu na standard, askorbinsku kiselinu.  
 
 
Neutralizacija OH• radikala 
 
Kapacitet „hvatanja“ hidroksil radikala ispitivanih ekstrakata prikazan je na slici 46. 
Najvedi potencijal pokazao je ekstrakt lista M. nigra (tabela 27), dostižudi IC50 vrednost pri 
koncentraciji od 0,159 mg/ml, dok je najmanju izmerenu aktivnost ispoljio ekstrakt korena 
M. nigra  (0,658 mg/ml). U poređenju sa BHT (IC50= 0,149 mg/ml), ni jedan ekstrakt nije 
pokazao bolju aktivnost, dok su bolji potencijal od BHA (IC50= 0,317 mg/ml) ispoljili ekstrakti 
lista i crnog i belog duda i ploda belog duda. Može se uočiti da ekstrakti ploda obe ispitane 
vrste imaju bolju aktivnost u poređenju sa ekstraktima korena, što je razlika u poređenju sa 
rezultatima dobijenim primenom ostalih metoda za određivanje antioksidativne aktivnosti. 
Ovakvi rezultati mogu biti biti posledica aktivnosti drugih klasa jedinjenja prisutnih u ovim 
vrstama, kao i osetljivosti same metode (uticaj svetlosti, temperature). Takođe, TBA metoda 
korišdena za detekciju MDA, nije specifična ni dovoljno osetljiva za ova jedinjenja, jer i 
druga, strukturno slična jedinjenja, uglavnom dialdehidi i ugljeni hidrati, čije prisustvo je 
često u biljnim vrstama, takođe mogu da reaguju sa TBA (Gazzani i sar., 1998; Arabashahi-
Delouee i Urooj, 2007; Lesjak, 2011). 
 
Slika 46. Potencijal neutralizacije OH• radikala etanolnih ekstrakata roda Morus 
 
 
Lipidni model sistem 
 
Antioksidativna aktivnost u lipidnom model sistemu (AOA) ekstrakata duda određena 
je na osnovu oksidativne degradacije β-karotena u emulziji β-karoten-linolna kiselina. Do 
oksidacije β-karotena dolazi tokom slobodnoradikalske reakcije sa radikalima 
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karakterističnim za oksidaciju lipida, prilikom čega β-karoten gubi dvostruke veze. Dodatkom 
antioksidansa u sistem sprečava se apstrakcija vodonika iz dialilnih metilenskih grupa linolne 
kiseline, čime se indirektno sprečava oksidacija β-karotena (Kennedy i Lieber, 1991; 
Tsuchihashi i sar., 1995; Tadaka i sar., 2006). Na slici 47 grafički su prikazane IC50 vrednosti 
etanolnih ekstrakata duda, dobijene iz jednačine linearne regresije, na osnovu rezultata 
spektrofotometrijskog određivanja (poglavlje 3.2.3.1.4.) 
 
Slika 47. Potencijal inhibicije lipidne peroksidacije etanolnih ekstrakata roda Morus 
 
 Poređenjem dobijenih IC50 vrednosti za AOA ekstrakata duda uočava se neznatna 
razlika među uzorcima, što može upudivati na činjenicu da su jedinjenja, koja su odgovorna 
za inhibiranje oksidacije lipida, slične strukture. U poređenju sa standardnim sintetičkim 
antioksidansom (BHT) svi ekstrakti su ispoljili znatno manju antioksidativnu aktivnost. 
Najvedu aktivnost u lipidnom model sistemu ispoljio je ekstrakt lista M. nigra (IC50 = 0,324 
mg/ml), dok je najmanju ispoljio ekstrakt ploda M. alba (IC50 = 1,762 mg/ml). Ekstrakti lista 
duda dobijeni superkritičnom ekstrakcijom su pokazali određenu antioksidativnu aktivnost i 
u lipidnom sistemu. Za nivo inhibicije oksidacije lipida, kao i kod DPPH metode, 
najverovatnije su zaslužni sadržaj karotena i masnih kiselina sadržanih u ekstraktima duda 
(poglavlje 2.2.). Poređenjem antioksidativne aktivnosti ekstrakata lista dobijenog od droge 
nakon superkritične ekstrakcije ugljendioksidom u odnosu na nativnu drogu može se videti 
uticaj samog procesa superkritične ekstrakcije. Specifični mehanizmi reakcije i uslovi 
pomenutih metoda najverovatnije utiču na dobijene rezultate. 
 Prisustvo fenolnih kiselina u ekstraktima lista i korena, uključujudi kafenu i 
hlorogensku kiselinu, ima uticaja na ostvarene AOA vrednosti u lipidnom model sistemu 
(Butt i sar., 2008; Bidel i sar. 2007; Memon i sar., 2010), dok prisustvo antocijana i drugih 
flavonoida u ekstraktima ploda najverovatnije utiče na antoksidativnu aktivnost ekstrakata 
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(Hassimotto i sar. (2006). Masne kiseline, identifikovane u superkritičnim ekstraktima 
(tabela 25) mogu, takođe, biti odgovorne za dobijene AOA vrednosti u ovom radu.  
Uzimajudi u obzir sve dobijene rezultate, može se zaključiti da ispitani ekstrakti M. 
alba i M. nigra poseduju značajnu antioksidativnu aktivnost u svim izvedenim testovima. 
Ekstrakti lista M. nigra pokazali su vedi antioksidativni potencijal u odnosu na sve ostale 
ekstrakte. Najmanji antiksidativni potencijal su pokazali ekstrakti ploda obe ispitane vrste. 
Ekstrakti vrste M. nigra imaju vedu aktivnost u odnosu na ekstrakte vrste M. alba, što je u 
saglasnosti sa prisutnim i identifikovanim polifenolnim jedinjenjima (tabela 21).  
 
 
4.5.2. CITITOKSIČNO DELOVANJE 
 
 MTT test  
 
Antiproliferativna aktivnost ekstrakata različitih delova biljaka M. alba i M. nigra  
ispitana je u in vitro uslovima na Hep2c, RD i L2OB delije, u opsegu koncentracija od 5 do 
1.000 µg/ml. Različiti ekstrakti ploda, lista i korena obe vrste duda uticale su na rast 
tumorskih delija u zavisnosti od humane linije delija i primenjene koncentracije. 
Citotoksični efekat je izražen kao IC50 vrednost (koncentracija koja inhibira 50% 
delijskog rasta), a kao kontrola u metodi su korišdene nestimulisane delije, odnosno delije u 
kulturi čiji je rast 100%. Sumarni rezultati ispitivanja citotoksične aktivnosti različitih 
ekstrakata duda dati su u tabeli 28. 
 
Tabela 28. IC50 vrednosti citotoksične aktivnosti ispitivanih ekstrakata na delijske linije 
Uzorak Ekstragens, ekstrakt 
IC50 (µg/ml) 
Hep2c delije RD delije L2OB delije 
M. alba 
Etanol, plod 
90,95±1,25 30,67±0,76 50,45±0,55 
M. nigra 300,34±10,59 850,47±0,25 350,84±0,90 
M. alba 
Etanol, list 
29,00±0,37 42,00±0,44 25,00±0,31 
M. nigra 9,34±0,59 15,57±0,75 12,54±0,20 
M. alba 
Etanol, koren 
225,20±2,88 650,35±1,35 150,45±0,76 
M. nigra 850,57±0,40 250,54±1,20 250,54±0,20 
M. alba 
Superkritični CO2, list 
56,00±2,27 350±3,25 50,00±1,20 
M. nigra 25,80±2,88 26,90±0,25 30,45±0,70 
M. alba 
Etanol, list* 
30,00±1,59 45,00±0,25 28,00±0,25 
M. nigra 10,90±1,25 15,80 1,25 13,20±0,25 
*uzorak lista nakon ekstrakcije superkritičnim CO2 
 
Ispitivani ekstrakti su pokazali izuzetnu aktivnost na primenjene delijske linije, sedam 
ekstrakata od ispitanih deset je pokazalo citotoksičnu aktivnost u koncentracijama manjim 
od 100 mg/ml. Ovakvi rezultati upuduju na značaj dobijenih rezultata i mogudu široku 
aplikaciju ispitivanih ekstrakata u vidu farmaceutskih proizvoda. Ekstrakti lista M. nigra se na 
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sve tri delijske linije pokazao kao najpotentniji inhibitor rasta delija. U sva tri slučaja ovaj 
ekstrakt u koncentracijama od 16 µg/ml i nižim za 50% smanjuje preživljavanje tumorskih 
delija, pri čemu su Hep2c bile najosetljivije. Mikroskopska analiza je pokazala da etanolni 
ekstrakt lista M. nigra ima izrazito citolitičko dejstvo na sve tri delijske linije. Prema 
American National Cancer Institute (NCl), kriterijum za citotoksičnu aktivnost ekstrakata je 
IC50 < 30 µg/ml (Itharat i sar., 2004), što zadovoljavaju etanolni ekstrakti obe vrste Morus za 
sve tri delijske linije.  
Kod ispitivanih delijskih linija RD i L2OB inhibitorni efekat etanolnog ekstrakta ploda 
M. nigra je bio najniži, dok je kod Hep2c delijske linije najniži efekat pokazao etanolni 
ekstrakt korena M. nigra. Slabo stimulativni efekat je uočen kod RD delijske linije 
delovanjem etanolnog ekstrakta korena M. alba pri koncentraciji vedoj od 650 µg/ml i 
delovanjem superkritičnog ekstrakta lista M. abla pri koncentraciji vedoj od 350 µg/ml. Na 
etanolne ekstrakte ploda i korena M. nigra i korena M. alba značajniji inhibitorni efekat na 
rast/preživljavanje testiranih delija uočen je samo pri upotrebi vedih koncentracija (od 150 
µg/ml do 850 µg/ml). 
Etanolni ekstrakti ploda obe vrste roda Morus pokazuju međusobno najvedu razliku u 
citotoksičnoj aktivnosti. Najizraženija razlika je u osetljivosti RD delija na ispitivane ekstrakte 
ploda duda, ekstrakt ploda M. alba je i do 28 puta efikasniji od ekstrakta ploda M. nigra u 
pogledu citotoksičnosti. Kod iste delijske linije razlika među ekstraktima dobijenim od dve 
različite vrste uočava se i kod superkritičnih ekstrakata lista duda. U ovom slučaju ekstrakt 
dobijen superkritičnom ekstrakcijom lista M. nigra je do 10 puta efikasniji od ekstrakta lista 
M. alba. Na ekstrakt korena ispitivanih vrsta  najviše su bile osetljive L2OB delijske linije kod 
kojih ekstrakt u koncentraciji od 150 µg/ml (M. alba), odnosno 250 µg/ml (M. nigra), dovodi 
do inhibicije rasta od 50%. 
Rezultati dati u tabeli 28 pokazuju da i superkritični ekstrakti lista ispitivanih vrsta 
zadovoljavaju ovaj kriterijum, izuzev pomenute delijske linije RD i CO2 ekstrakta M. alba. 
Poređenjem superkritičnih i etanolnih ekstrakata istih vrsta može se uočiti mala razlika u 
inhibitornom efektu na rast/preživljavanje testiranih delija. Ova činjenica je bitna jer 
dokazuje da su i polarne i nepolarne komponente prisutne u ispitivanom materijalu 
odgovorne za izrazitu citotoksičnu aktivnost ekstrakata. Po sadržaju detektovanih 
sekundarnih metabolita izdvaja se list crnog duda (M. nigra), koji ujedno ima i najniže IC50 
vrednosti, zbog čega se može pretpostaviti da su identifikovana jedinjenja zaslužna za 
citotoksičnu aktivnost. Nakon HPLC i GC analiza, kao i antioksidativnih testova, mogude je 
pretpostaviti da ekstrakti koji sadrže izrazite antioksidanse (polifenole, karotene, masne 
kiseline) mogu uticati na redoks stanje delija i na taj način dovesti do smanjenja delijske 
proliferacije. Polifenolna jedinjenja su snažni antioksidansi sa potencijalom da sprečavaju 
oksidativna oštedenja izazvana reaktivnim kiseoničnim vrstama i na taj način štite organizam 
od kancera i kardiovaskularnih oboljenja (Vinson i sar., 1995; Gamez i sar., 1998; Pietta, 
2000;  Ioku i sar., 2001). Ipak, teško je odrediti i utvrditi doprinos pojedinačnih komponenti 
na ukupan antikancerogeni efekat. Aktivnost ekstrakta često može biti rezultat 
sinergističkog dejstva različitih jedinjenja. Martens-Talcott i saradnici (2003) zabeležili su 
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povedanje apoptoze i inhibiciju delijske proliferacije kod humanih leukemičkih delija nakon 
njihovog tretiranja smešom kvercetina i elaginske kiseline, u poređenju sa uticajem 
pojedinačnih jedinjenja. 
Upoređivanjem IC50 vrednosti ekstrakata lista duda dobijenih ekstrakcijom etanolom 
odmah i nakon superkritične ekstrakcije može se zaključiti da ne postoji velika razlika u 
citotoksičnoj aktivnosti ekstrakata. Na osnovu iznetih rezultata mogude je maksimalno 
iskorišdenje sirovine i upotreba ekstrakata dobijenih i polarnim i nepolarnim rastvaračem u 
zavisnosti od sistema u kome de se ekstrakti primenjivati. Rezultati koji su prikazani u tabeli 
28 jasno ukazuju na inhibitorno dejstvo komponenata prisutnih u ekstraktima duda na 
proliferaciju delijskih linija Hep2c, RD i L2OB u in vitro uslovima i široke mogudnosti upotrebe 
ispitivanih ekstrakata u lečenju humanog organizma. 
 
4.5.3. TOKSIČNO I GENOTOKSIČNO DELOVANJE 
 
Allium anafazno-telofazni test  
 
U cilju maksimalnog smanjenja rizika od primene prirodnih preparata (npr. prirodnih 
antioksidanasa) kao novih oblika konzervanasa, neophodno je poznavati njihovu 
potencijalnu toksičnost i genotoksičnost. 
Uzorcima ekstrakata lista i ploda ispitivanih vrsta Morus (dobijenih po predhodno 
opisanoj proceduri poglavlje 3.2.1.1.) je utvrđena potencijalna toksičnost i genotoksičnost 
Allium anafazno-telofaznim testom. Na slici 48 prikazani su korenčidi luka nakon 72 časa 
rasta u uzorku.  
 
Slika 48. Korenčidi luka nakon 72 časa rasta u uzorku 
 
Ceo postupak testa sastoji se iz dva dela. U prvom delu utvrđena je opšta toksičnost. 
Allium anafazno-telofazni test je osetljiv za merenje ukupne toksičnosti hemijskih tretmana, 
a toksičnost je izražena kroz inhibiciju rasta korenčida. U drugom delu je analizirana 
genotoksičnost različitih koncentracija ekstrakata (125, 62,5, 31,5 i 15,75 mg/ml). 
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 Stepen toksičnosti ispitivanih uzoraka je ocenjen na osnovu srednje dužine rasta 
korena koji je izražen kao procenat dužine korena u odnosu na negativnu kontrolu. Kod svih 
ispitivanih uzoraka inhibicija rasta korenčida u odnosu na negativnu kontrolu primedena je u 
uzorcima najvede koncentracije (I) a najmanja je pri najnižoj koncentraciji (IV), što je 
prikazano na slici 48.  
 
 
Slika 48. Prosečna dužina korenčida u ispitivanim uzorcima ekstrakta lista M. nigra 
 
Ova inhibicija je prouzrokovana prisustvom alkohola u rastvoru. Zato se 
koncentracija od 62,5 mg/ml (ili niža) može smatrati bezbednom koncentracijom u pogledu 
produkovanja toksičnih efekata. Takođe, rastvaranje u alkoholu može pojačati toksična 
svojstva u određenoj koncentraciji, pa je neophodno da koncentracija alkohola u rastvoru 
bude što je mogude manja. 
Rezultati ispitivanja genotoksičnih efekata ispitivanih ekstrakata prikazani su u tabeli 
28. Relativni ukupni broj aberacija je bio najvedi kod uzoraka ploda M. alba, kod prve tri 
koncentracije (>11%), a najmanji kod uzoraka lista M. alba (4,54%, za III koncentraciju). Sve 
u svemu, najčešde promene su delije sa multipolarnim vretenom, sa zaostalim 
hromozomima, dok su ređi mostovi. Fragmenti i c-mitoze su pronađeni u manje od 4% 
delija. U analizi su detektovana dva tipa aberacija. Prvi tip je rezultat poremedaja deobnog 
vretena i obuhvata zaostale hromozome, multipolarne konfiguracije i c-mitozu, dok je drugi 
tip nastao delovanjem na hromozome i uključuje mostove i fragmente. Oba tipa se u nekim 
delijama javljaju istovremeno. U aberatnim delijama je mnogo učestalija prva grupa 
aberacija, što ukazuje da testirani uzorci pretežno deluju na taj način što narušavaju deobna 
vretena.  
 
 
 
 
    I      II      III       IV        Ka          K- 
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Tabela 28. Broj različitih tipova aberacija u delijama vrha korena luka izloženih delovanju 
ektrakta Morus u različitim koncentracijama 
Ekstrakt Uzorak BR FR MP Vcх Cm MA 
Ukupan broj 
analiziranih delija 
Nenormalne 
delije 
(%) 
M. alba 
Plod 
I-125 mg/ml 15 3 - 21 - 3 554 11,3 
II-62,5 mg/ml 21 - 11 18 - 10 607 11,4 
III-31,5 mg/ml 17 - 17 18 - 7 584 11,5 
IV-15,75 mg/ml 9 - 21 11 - 10 572 8,9 
K
-
 16 - 9 4 - - 554 7,3 
Ka 5 - 15 13 1 2 565 4,6 
K
+
 25 3 18 22 3 40 522 21,3 
M. nigra 
Plod 
I-125 mg/ml 5 3 25 10 4 9 644 9,8 
II-62,5 mg/ml 3 2 23 26 - 7 578 10,4 
III-31,5 mg/ml 10 1 22 25 - 3 589 7,7 
IV-15,75 mg/ml 5 3 15 9 - 2 523 4,8 
K
-
 3 - 7 9 - 3 623 3,1 
Ka 6 - 21 12 1 2 563 6,1 
K
+
 28 - 13 13 9 34 534 25,8 
M. alba 
List 
I-125 mg/ml 6 - 13 7 - 1 543 5,66 
II-62,5 mg/ml 7 - 11 4 2 2 523 5,45 
III-31,5 mg/ml 9 - 11 11 - 3 534 4,54 
IV-15,75 mg/ml 11 2 11 7 - 5 523 7,23 
K
-
 14 - 6 6 - 3 565 4,89 
Ka 6 - 23 10 - 2 559 7,3 
K
+
 23 4 12 23 5 51 523 22,25 
M. nigra 
List 
I-125 mg/ml 5 1 13 10 1 2 575 6,3 
II-62,5 mg/ml 4 1 12 9 - - 566 5,23 
III-31,5 mg/ml 6 - 11 11 - 4 557 5,98 
IV-15,75 mg/ml 11 - 11 9 - 7 598 6,98 
K
-
 14 - 9 7 - 3 545 6,29 
Ka 8 - 23 10 - - 578 7,8 
K
+
 24 4 13 23 4 49 529 22,9 
K
- 
- negativna kontrola, Ka - kontrola rastvarača, K
+ 
- pozitivna kontrola, BR - mostovi, FR -fragmenti, MP - 
multipolarnost, Vcx - lutajudi hromozomi, Cm - c mitozi, MA - delija sa više aberacija 
 
Generalno posmatrajudi, ispitani ekstrakti lista i ploda vrste Morus ne pokazju 
povedane gentoksične efekte, što daje novu mogudnost korišdenja ovih ekstrakata. U 
koncentracijama vedim od  31,5 mg/ml treba biti obazriv da bi se izbegli eventualni neželjeni 
efekti. Na osnovu svih iznetih rezultata i ispitivanja potencijalne toksičnosti i genotoksičnosti 
može se zaključiti da ispitani ploda i lista M. alba i M. nigra u svim ispitanim 
koncentracijama ne produkuju genotoksične efekte. Zapaženi toksični efekti jednim delom 
su rezultat prisustva alkohola kao rastvarača, ali i toksičnih efekata kod najvede 
koncentracije (125 mg/ml). Radi potpune bezbednosti preporučuju se koncentracije 
ekstrakata do 31,5 mg/ml za dalju primenu. 
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Ukupni biopotencijal ispitivanih ekstrakata vrsta Morus, određen na osnovu 
hemijskog sastava, antioksidativne, citotoksične, toksične i genotoksične aktivnosti, opada u 
nizu list, plod, koren. Vrsta M. nigra je pokazala bolje potencijale u odnosu na M. alba vrstu. 
Koren koji je jedini neregenerativni deo biljke nije pokazao opravdanost za korišdenje i 
bududa biološka i farmakološka ispitivanja, dok su list i plod pokazali visok potencijal i dobru 
osnovu za dalja ispitivanja. List M. nigra sa prostora Vojvodine se pokazao kao izuzetan 
resurs za razvijanje novih fitopreparata, dijetetskih suplemenata, odnosno dodataka u 
ishrani i kao izvor biološki i farmakološki aktivnih jedinjenja. 
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U okviru ove doktorske teze izvršena su ispitivanja ekstrakcije, hemijskog sastava, 
delovanja i mogude primene ekstrakata ploda, lista i korena dve vrste duda, belog duda 
(Morus alba L.) i crnog duda (Morus nigra L.) sa lokaliteta Vojvodine (Srbija). Na osnovu 
dobijenih rezultata mogu se izvesti slededi zaključci: 
1. Optimalni uslovi ekstrakcije etanolom kao ekstragenskom za list M. alba su 
koncentracija etanola 69,84%, temperatura 61,6°C i odnos rastvarač:droga 21,08 ml/g, za 
list M. nigra, koncentracija etanola 69,46%, temperatura 59,92°C i odnos rastvarač:droga 
20,73 ml/g, za plod M. alba koncentracija etanola 62,24%, temperatura 63,21°C i vreme 
46,53 minuta i za plod M. nigra koncentracija etanola 68,62%, temperatura 61,27°C i vreme 
48,03 minuta.  
2. Najvedi sadržaj ukupnih fenolnih jedinjenja određen je kod ekstrakta korena M. nigra 
(186 mg EHK/g), flavonoida kod ekstrakta lista M. nigra (67 mg ER/g), a antocijana i 
monomera antocijama kod ekstrakta ploda M. nigra (2,97 i 1,32 mg C3G/g). Vedi sadržaj svih 
određivanih jedinjenja nezavisno od dela biljke su pokazali ekstrakti vrste M. nigra.  
3. HPLC analizom je utvrđen kvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja u 
etanolnim ekstraktima belog i crnog duda. Po vedem sadržaju detektovanih polifenolnih 
komponenti izdvajaju se ekstrakti lista (30 i 137 mg/g ekstrakta), zatim ekstrakti korena (58 i 
107 mg/g ekstrakta) i na kraju ekstrakti ploda ispitivanih vrsta Morus (0,31 i 1,98 mg/g 
ekstrakta), koji su i najsiromašniji pomenutim jedinjenjima. 
4. U ekstraktima lista po svom sadržaju u odnosu na ukupan sadržaj polifenolnih 
jedinjenja, ističe se kafena kiselina 53,34% za M. alba i 62,11% za M. nigra, dok se u 
ekstraktima korena izdvaja hlorogenska kiselina (udeo vedi od 74%). U ekstraktima ploda 
obe vrste duda utvrđeno je prisustvo manjeg broja ispitivanih komponenata. 
5. Poređenjem rezultata dobijenih HPLC analizom ekstrakata lista belog i crnog duda 
nakon superkritične ekstrakcije uočena je izvesna razlika u njihovom kvantitativnom sastavu. 
Ukupan sadržaj polifenolnih jedinjenja je manji za M. alba 10,82%, a za M. nigra 17,03% u 
odnosu na sadržaj u ekstraktima nativne droge. 
6. Sadržaj glukoze (oko 49%) i fruktoze (oko 50%), određen HPLC analizom, u 
ispitivanim uzorcima ekstrakata ploda je mnogo vedi u odnosu na sadržaj saharoze (oko 
0,3%). 
7. U pogledu mineralnog sastava ekstrakata relativno veliki sadržaj Ca i Mg je 
karakterističan za list obe vrste duda (>1.400 µg/g suvog ekstrakta), dok je Na manje 
zastupljen makroelement u svim ispitanim ekstraktima. Ekstrakt lista crnog duda se izdvaja 
po vedem sadržaju Mg (1.942 µg/g) i Ca (1.548 µg/g), dok se ekstrakt korena crnog duda 
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izdvaja po vedem sadržaju Na (440 µg/g) u odnosu na ostale ispitivane ekstrakte. 
Najzastupljeniji mikroelementi u svim ispitanim uzorcima duda, po opadajudem nivou, su Fe, 
B, Zn, Cu i Mn. Značajan podatak je dobijen za sadržaj Fe u ekstraktu lista M. nigra (143 
µg/g) koji je višestruko vedi nego u svim ostalim ekstraktima (<19 µg/g). Poređenjem svih 
ispitanih ekstrakata po osnovu sadržaja mikroelemenata posebno se izdvajaju ekstrakti lista 
ispitanih vrsta Morus i ekstrakt korena M. nigra. 
Nizak sadržaj toksičnih elementa koji je određen u ekstraktima belog i crnog duda 
pokazuje da su ekstrakti zadovoljavajudeg kvaliteta za humanu upotrebu, tj. da ne sadrže 
toksične elemente preko dozvoljenih granica. 
8. Analiza lipofilnih ekstrakata duda, primenom GC/FID metode, pokazalo se vede 
prisustvo nezasidenih masnih kiselina, linolne u ekstraktima ploda (40,52% za M. alba i 
67,38%  za M. nigra) i linolenske u superkritičnim ekstraktima lista duda (34,97% za M. alba i 
37,57% za M. nigra). Dominantna zasidena masna kiselina u svim ispitanim ekstraktima je 
palmitinska kiselina (od 16,77 do 37,56%). Sadržaj karotenoida u ekstraktima ploda i lista 
duda se krede u intervalu od 14,66 do 65,08 mg/g ekstrakta, pri čemu je sadržaj ukupnih 
karotenoidnih jedinjenja vedi kod ekstrakata vrste M. alba u odnosu na ekstrakte vrste M. 
nigra. O hemijskom sastavu superkritičnih ekstrakata Morus vrsta nema objavljenih 
podataka u literaturi zbog čega su dobijeni rezultati od velikog značaja.  
9. Procena antioksidativne aktivnosti izvršena je primenom testova koji su zasnovani na 
transferu elektrona, neutralizaciji slobodnoradikalske vrste i potencijalu inhibicije lipidne 
peroksidacije. Dobijeni rezultati primenjenih testova pokazali su da su obe ispitivane vrste 
potentni antioksidativni agensi. Ekstrakti vrste M. nigra imaju vedu aktivnost u odnosu na 
ekstrakte vrste M. alba, pri čemu su ekstrakti lista M. nigra pokazali vedi antioksidativni 
potencijal u odnosu na sve ostale ekstrakte. Najmanji antioksidativni potencijal su pokazali 
ekstrakti ploda obe ispitane vrste.  
10. Procena citotoksične aktivnosti određena je u in vitro uslovima na tri delijske linije 
(Hep2c, RD i L2OB), i pokazalo se da je su Hep2c i L2OB delije najosetljivije na etanolne 
ekstrakte lista obe vrste duda i superkritične ekstrakte lista crnog duda (IC50 < 30 µg/ml). U 
slučaju RD delija najbolje inhibitorno dejstvo su pokazala oba ekstrakta lista crnog duda, 
etanolni ekstrakt lista i ploda belog duda. Ekstrakti lista M. nigra se na sve tri delijske linije 
pokazao ubedljivo kao najpotentniji inhibitor rasta delija, za sve delijske linije oba ekstrakta 
imaju IC50 vrednost manju od 30 µg/ml. Rezultati koji su dobijeni u ovom radu jasno ukazuju 
na inhibitorno dejstvo komponenata prisutnih u ekstraktima duda na proliferaciju delijskih 
linija Hep2c, RD i L2OB u in vitro uslovima i široke mogudnosti upotrebe ispitivanih 
ekstrakata. 
11. Procena toksične i genotoksične aktivnosti određena je primenom Allium anafazno-  
-telofaznog testa i utvrđeno je da ispitani ekstrakti lista i ploda vrste Morus ne pokazju 
povedane genotoksične efekte, što daje novu mogudnost korišdenja ovih ekstrakata. U 
koncentracijama vedim od  31,5 mg/ml treba svakako biti obazriv da bi se izbegli eventualni 
neželjeni efekti. 
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12. Ukupni biopotencijal ispitivanih ekstrakata vrsta Morus, određen na osnovu 
hemijskog sastava, antioksidativne, citotoksične, toksične i genotoksične aktivnosti, opada u 
nizu list, plod, koren. Vrsta M. nigra je pokazala bolje potencijale u odnosu na M. alba vrstu. 
Koren, koji je jedini neregenerativni deo biljke, nije pokazao opravdanost za dalja biološka i 
farmakološka ispitivanja, dok su list i plod obe vrste pokazali visok potencijal i dobru osnovu 
za dalja ispitivanja u cilju primene proizvoda na bazi duda.  
13. Kao izuzetan resurs i najbolji deo vrste Morus pokazao se list M. nigra sa prostora 
Vojvodine, koji se ujedno preporučuje za razvijanje novih fitopreparata, dijetetskih 
suplemenata, dodataka u ishrani ili izvora novih biološki i farmakološki aktivnih jedinjenja.  
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PRILOG 7.1. RSM analiza M. alba folium 
 
Tabela 1. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X1, X2, X3) i 
eksperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadržaja ukupnih fenola (UF), sadržaja ukupnih 
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (IC50) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Redni 
broj 
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(˚C) 
Rastvarač:droga 
(ml/g) 
Prinos 
ekstrakcije  
(%, g/100 g) 
UF 
(mg EHK/ 
g droge) 
UFl 
(mg ER/ 
g droge) 
IC50 
(mg/ml) 
1 40 (-1) 40 (-1) 20 (0) 24,256 12,84 4,64 0,1380 
2 40 (-1) 60 (0) 10 (-1) 20,568 9,92 5,69 0,1350 
3 40 (-1) 80 (1) 20 (0) 23,020 15,12 5,74 0,1100 
4 40 (-1) 60 (0) 30 (1) 24,539 18,47 5,28 0,0823 
5 60 (0) 40 (-1) 10 (-1) 18,094 9,49 4,64 0,1570 
6 60 (0) 80 (1) 10 (-1) 19,928 13,69 6,03 0,0753 
7 80 (1) 60 (0) 10 (-1) 13,956 13,65 5,12 0,0741 
8 80 (1) 80 (1) 20 (0) 16,280 20,66 5,49 0,0710 
9 80 (1) 60 (0) 30 (1) 16,194 22,58 4,46 0,0740 
10 60 (0) 80 (1) 30 (1) 22,940 23,07 4,58 0,0706 
11 60 (0) 60 (0) 20 (0) 37,528 19,36 6,06 0,0759 
12 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,260 19,98 6,02 0,0758 
13 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,528 19,04 6,40 0,0821 
14 60 (0) 60 (0) 20 (0) 37,528 19,86 6,01 0,0762 
15 60 (0) 60 (0) 20 (0) 38,260 19,08 6,00 0,0809 
16 80 (1) 40 (-1) 20 (0) 26,932 14,90 5,34 0,1197 
17 60 (0) 40 (-1) 30 (1) 26,765 14,87 5,29 0,0874 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
133 
 
 
 
 
a) 
b)  
c 
 
c) 
 
Slika 1. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih fenola: a) temperatura i 
koncentracija etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarač:droga i 
koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarač:droga i temperatura 
(koncentracija etanola 60%) 
 
Marija Radojković                                                                                                               Doktorska disertacija 
134 
 
 
 
 
a) 
b)  
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c) 
 
Slika 2. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i 
koncentracija etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos rastvarač:droga i 
koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarač:droga i temperatura 
(koncentracija etanola 60%) 
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a) 
b)  
c 
 
c) 
  
 
Slika 3. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ekstrakata lista M. 
alba: a) temperatura i koncentracije etanola (odnos rastvarač:droga 20 ml/g), b) odnos 
rastvarač:droga i koncentracija etanola (temperatura 60°C) i c) odnos rastvarač:droga i 
temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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Tabela 2. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva 
Odzivia 
Regresioni 
koeficijent 
Standardna 
devijacija 
F - vrednost p - vrednostb 
Sadržaj ukupnih fenola 
Odsečak 19,46 0,34   
X1 1,93 0,27 51,07 0,0002 
X2 2,56 0,27 89,60 <0,0001 
X3 4,03 0,27 222,57 <0,0001 
X1
2 -1,35 0,37 13,20 0,0084 
X2
2 -2,23 0,37 35,81 0,0006 
X3
2 -1,96 0,37 27,65 0,0012 
X1X2 0,87 0,38 5,19 0,0568 
X1X3 0,092 0,38 0,058 0,8171 
X2X3 1,00 0,38 6,85 0,0345 
R2 = 0,9850     
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Odsečak 6,10 0,13   
X1 -0,12 0,10 1,30 0,2924 
X2 0,24 0,10 5,48 0,0517 
X3 -0,23 0,10 5,23 0,0560 
X1
2 -0,40 0,14 7,87 0,0263 
X2
2 -0,40 0,14 7,97 0,0257 
X3
2 -0,56 0,14 15,96 0,0052 
X1X2 -0,24 0,14 2,65 0,1479 
X1X3 -0,063 0,14 0,19 0,6758 
X2X3 -0,52 0,14 13,07 0,0086 
R2 = 0,9004     
IC50 vrednost 
Odsečak 0,078 0,0022   
X1 -0,016 0,0018 81,20 <0,0001 
X2 -0,022 0,0018 155,76 <0,0001 
X3 -0,016 0,0018 81,97 <0,0001 
X1
2 0,013 0,0024 27,29 0,0012 
X2
2 0,019 0,0024 60,80 0,0001 
X3
2 0,0005 0,0024 0,049 0,8313 
X1X2 -0,0005 0,0025 4,35 0,0755 
X1X3 0,013 0,0025 28,08 0,0011 
X2X3 0,016 0,0025 42,75 0,0003 
R2 = 0,9858     
a 
X1: rastvarač; X2:  temperatura; X3: odnos rastvarač:droga.
 
b 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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Tabela 3. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za ekstrakciju lista M. alba 
Izvor 
Suma 
kvadrata 
Stepen 
slobode 
Srednja vrednost 
kvadrata 
F-vrednost p-vrednosta 
Sadržaj ukupnih fenola 
Model 268,77 9 29,86 51,17 < 0,0001 
Ostatak 4,09 7 0,58   
Odstupanje 
od modela 
3,32 3 1,11 5,80 0,0612 
Greška 0,76 4 0,19   
Ukupno 272,85 16    
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Model 5,31 9 0,59 7,03 0,0088 
Ostatak 0,59 7 0,084   
Odstupanje 
od modela 
0,47 3 0,16 5,35 0,0695 
Greška 0,12 4 0,029   
Ukupno 5,90 16    
IC50 vrednost 
Model 0,012 9 0,0013 54,18 <0,0001 
Ostatak 0,0002 7 0,00002   
Odstupanje 
od modela 
0,0001 3 0,00004 4,79 0,0822 
Greška 0,00004 4 0,000009   
Ukupno 0,012 16    
a 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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PRILOG 7.2. RSM analiza M. alba fructus 
 
Tabela 4. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X1, X2, X3) i 
eksperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadržaja ukupnih fenola (UF), sadržaja ukupnih 
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (IC50) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Redni 
broj 
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(˚C) 
Vreme 
(min) 
Prinos 
ekstrakcije 
(%, g/100 g) 
UF 
(mg EHK/g 
ploda ) 
UFl 
(mg ER/g 
ploda) 
IC50 
(mg/ml) 
1 40 (-1) 40 (-1) 40 (0) 14,858 1,88 1,08 0,0747 
2 40 (-1) 60 (0) 20 (-1) 13,904 1,70 0,92 0,0851 
3 40 (-1) 80 (1) 40 (0) 14,603 1,69 1,08 0,0799 
4 40 (-1) 60 (0) 60 (1) 14,033 1,59 1,43 0,0773 
5 60 (0) 40 (-1) 20 (-1) 16,432 1,71 0,85 0,0845 
6 60 (0) 80 (1) 20 (-1) 15,962 1,79 1,02 0,0893 
7 80 (1) 60 (0) 20 (-1) 11,748 1,75 1,15 0,0902 
8 80 (1) 80 (1) 40 (0) 16,421 1,99 1,14 0,0719 
9 80 (1) 60 (0) 60 (1) 13,614 1,57 1,63 0,0757 
10 60 (0) 80 (1) 60 (1) 15,982 1,93 1,35 0,0657 
11 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,105 2,09 1,71 0,0669 
12 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,385 2,01 1,63 0,0703 
13 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,440 2,03 1,74 0,0711 
14 60 (0) 60 (0) 40 (0) 13,908 1,95 1,71 0,0720 
15 60 (0) 60 (0) 40 (0) 14,798 1,95 1,87 0,0714 
16 80 (1) 40 (-1) 40 (0) 14,039 1,67 1,22 0,0765 
17 60 (0) 40 (-1) 60 (1) 13,376 1,93 1,15 0,0677 
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a) 
  
b) 
  
c) 
  
Slika 4. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih fenola: a) temperatura i 
koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura 
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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b) 
 
c) 
  
Slika 5. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i 
koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura 
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%)  
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b) 
  
c) 
  
Slika 6. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ploda M. alba:             
a) temperatura i koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola 
(temperatura 60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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Tabela 5. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva 
Odziv a 
Regresioni 
koeficijent 
Standardna 
devijacija 
F - vrednost p - vrednostb 
Sadržaj ukupnih fenola    
Odsečak 8,01 0,18   
X1 0,060 0,14 0,18 0,6863 
X2 0,11 0,14 0,57 0,4734 
X3 0,031 0,14 0,049 0,8310 
X1
2 -0,78 0,20 15,68 0,0055 
X2
2 -0,010 0,20 0,0028 0,9590 
X3
2 -0,64 0,20 10,58 0,0140 
X1X2 0,52 0,20 6,58 0,0372 
X1X3 -0,076 0,20 0,14 0,7154 
X2X3 -0,075 0,20 0,14 0,7220 
R2 = 0,8355     
Sadržaj ukupnih flavonoida    
Odsečak 6,93 0,19   
X1 0,31 0,15 4,18 0,0803 
X2 0,15 0,15 0,94 0,3646 
X3 0,81 0,15 28,50 0,0011 
X1
2 -0,83 0,21 15,84 0,0053 
X2
2 -1,57 0,21 56,36 0,0001 
X3
2 -0,98 0,21 21,78 0,0023 
X1X2 -0,081 0,21 0,14 0,7166 
X1X3 -0,028 0,21 0,017 0,9013 
X2X3 0,033 0,21 0,024 0,8808 
R2 = 0,9516     
IC50 vrednost     
Odsečak 0,070 0,0014   
X1 -0,0003 0,0011 0,093 0,7692 
X2 0,0004 0,0011 0,15 0,7115 
X3 -0,0007 0,0011 49,32 0,0002 
X1
2 0,0053 0,0015 12,05 0,0104 
X2
2 0,0001 0,0015 0,0028 0,9593 
X3
2 0,0064 0,0015 17,28 0,0043 
X1X2 -0,0025 0,0016 2,41 0,1641 
X1X3 -0,0017 0,0016 1,14 0,3215 
X2X3 -0,0017 0,0016 1,15 0,3187 
R2 = 0,9243     
a 
X1: rastvarač; X2:  temperatura; X3: vreme.
 
b 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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Tabela 6. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva 
Izvor 
Suma 
kvadrata 
Stepen 
slobode 
Srednja vrednost 
kvadrata 
F-vrednost p-vrednosta 
Sadržaj ukupnih fenola 
Model 5,75 9 0,64 3,95 0,0418 
Ostatak 1,13 7 0,16   
Odstupanje 
od modela 
0,89 3 0,30   
Greška 0,24 4 0,060 4,98 0,0775 
Ukupno 6,88 16    
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Model 25,45 9 2,83 15,30 0,0008 
Ostatak 1,29 7 0,18   
Odstupanje 
od modela 
0,79 3 0,26 2,07 0,2473 
Greška 0,51 4 0,13   
Ukupno 26,75 16    
IC50 vrednost 
Model 0,00085 9 0,0000957 9,49 0,0036 
Ostatak 0,00006 7 0,0000099   
Odstupanje 
od modela 
0,00005 3 0,0000180 4,54 0,0889 
Greška 0,00002 4 0,0000039   
Ukupno 0,00092 16    
a 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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PRILOG 7.3. RSM za M. nigra fructus 
 
 
Tabela 7. Prave i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih (X1, X2, X3) i 
ekperimentalni rezultati prinosa ekstrakcije, sadržaja ukupnih fenola (UF), sadržaja ukupnih 
flavonoida (Ufl) i antioksidativne aktivnosti (IC50) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Redni 
broj 
Etanol 
(%) 
Temperatura 
(˚C) 
Vreme  
(min) 
Prinos 
ekstrakcije  
(%, g/100 g) 
UF 
(mg EHK/g 
ploda) 
UFl 
(mg ER/g 
ploda) 
IC50 
(mg/ml) 
1 40 (-1) 40 (-1) 40 (0) 12,828 3,22 1,70 0,0261 
2 40 (-1) 60 (0) 20 (-1) 12,410 2,96 1,72 0,0306 
3 40 (-1) 80 (1) 40 (0) 12,648 3,29 1,94 0,0270 
4 40 (-1) 60 (0) 60 (1) 13,639 3,51 1,87 0,0300 
5 60 (0) 40 (-1) 20 (-1) 12,070 2,96 1,71 0,0305 
6 60 (0) 80 (1) 20 (-1) 7,978 3,32 1,92 0,0353 
7 80 (1) 60 (0) 20 (-1) 12,237 3,30 1,94 0,0352 
8 80 (1) 80 (1) 40 (0) 13,107 3,17 1,49 0,0254 
9 80 (1) 60 (0) 60 (1) 13,928 3,55 1,74 0,0286 
10 60 (0) 80 (1) 60 (1) 13,143 3,33 2,14 0,0276 
11 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,446 3,37 2,37 0,0237 
12 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,060 3,46 2,18 0,0243 
13 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,235 3,52 2,22 0,0252 
14 60 (0) 60 (0) 40 (0) 10,998 3,50 2,22 0,0249 
15 60 (0) 60 (0) 40 (0) 11,562 3,46 2,26 0,0244 
16 80 (1) 40 (-1) 40 (0) 12,127 3,09 1,53 0,0243 
17 60 (0) 40 (-1) 60 (1) 12,207 3,44 2,01 0,0291 
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a) 
 
b) 
 
c) 
 
Slika 7. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih fenola: a) temperatura i 
koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura 
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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b) 
 
c) 
 
Slika 8. Uticaj ispitivanih parametara na sadržaj ukupnih flavonoida: a) temperatura i 
koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola (temperatura 
60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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b) 
 
c) 
 
Slika 9. Uticaj ispitivanih parametara na antioksidativnu aktivnost ploda M. nigra:           
a) temperatura i koncentracija etanola (vreme 40 minuta), b) vreme i koncentracija etanola 
(temperatura 60°C) i c) vreme i temperatura (koncentracija etanola 60%) 
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Tabela 8. Regresioni koeficijenti polinomne funkcije odziva 
Odziv a 
Regresioni 
koeficijent 
Standardna 
devijacija 
F - vrednost p - vrednostb 
Sadržaj ukupnih fenola    
Odsečak 18,00 0,24   
X1 0,088 0,19 0,21 0,6615 
X2 0,25 0,19 1,67 0,2376 
X3 0,85 0,19 19,45 0,0031 
X1
2 -0,51 0,26 3,66 0,0974 
X2
2 -0,89 0,26 11,23 0,0122 
X3
2 -0,17 0,26 0,39 0,5509 
X1X2 0,015 0,27 0,0029 0,9588 
X1X3 -0,38 0,27 2,01 0,1994 
X2X3 -0,61 0,27 4,99 0,0607 
R2 = 0,8648     
Sadržaj ukupnih flavonoida    
Odsečak 11,72 0,31   
X1 -0,35 0,24 2,11 0,1893 
X2 0,35 0,24 2,10 0,1910 
X3 0,32 0,24 1,74 0,2286 
X1
2 -1,87 0,33 31,56 0,0008 
X2
2 -1,19 0,33 12,65 0,0093 
X3
2 -0,41 0,33 1,49 0,2614 
X1X2 -0,37 0,34 1,2 0,3098 
X1X3 -0,44 0,34 1,63 0,2425 
X2X3 -0,11 0,34 0,11 0,7487 
R2 = 0,8929     
IC50 vrednost     
Odsečak 0,025 0,0004613   
X1 -0,000025 0,0003647 0,0047 0,9473 
X2 0,000662 0,0003647 3,30 0,1121 
X3 -0,002038 0,0003647 31,22 0,0008 
X1
2 0,0008375 0,0005027 2,78 0,1396 
X2
2 0,0003625 0,0005027 0,52 0,4942 
X3
2 0,005763 0,0005027 131,42 <0,0001 
X1X2 0,00005 0,0005157  0,9255 
X1X3 -0,0015 0,0005157  0,0227 
X2X3 -0,001575 0,0005157  0,0185 
R2 = 0,9646     
a 
X1: rastvarač; X2:  temperatura; X3: vreme.
 
b 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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Tabela 9. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva 
Izvor 
Suma 
kvadrata 
Stepen 
slobode 
Srednje kvadratno 
odstupanje 
F-vrednost p-vrednosta 
Sadržaj ukupnih fenola 
Model 13,18 9 1,46 4,97 0,0230 
Ostatak 2,06 7 0,29   
Odstupanje 
od modela 
1,69 3 0,56 6,13 0,0562 
Greška 0,37 4 0,092   
Ukupno 15,24 16    
Sadržaj ukupnih flavonoida 
Model 27,31 9 3,03 6,48 0,0111 
Ostatak 3,28 7 0,47   
Odstupanje 
od modela 
2,72 3 0,91 6,55 0,0505 
Greška 0,55 4 0,14   
Ukupno 30,59 16    
IC50 vrednost 
Model 0,0002 9 0,00002 21,22 0,0003 
Ostatak 0,000007 7 0,000001   
Odstupanje 
od modela 
0,000006 3 0,000002 6,08 0,0569 
Greška 0,000001 4 0,0000003   
Ukupno 0,0002 16    
a 
p < 0,01 veoma značajno; 0,01≤ p < 0,05 značajno; p ≥ 0,05 nije značajno 
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PRILOG 7.4. GC/FID analiza ekstrakata lista i ploda duda 
 
Tabela 10. Sastav i sadržaj masnih kiselina u ekstraktima lista i ploda duda 
Masna kiselina 
M. alba  
list 
M. nigra  
list 
M. alba  
plod 
M.  nigra  
plod 
% (g/100 g s.e.) 
Kapronska kiselina (C6:0)  < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Kaprilna kiselina (C8:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Kaprinska kiselina (C10:0)  < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Dekanoinska kiselina (C11:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Laurinska kiselina (C12:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Tridekanoinska kiselina (C13:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Miristinska kiselina (C14:0) 2,36 2,24 0,27 0,53 
Miristoleinska kiselina (C14:1) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Pentadekanoinska kiselina (C15:0)  0,88 0,48 1,68 0,09 
10- Pentadekanoinska kiselina (C15:1) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Palmitinska kiselina  (C16:0) 26,38 25,99 37,56 16,77 
Palmitoleinska kiselina (C16:1) 0,67 0,33 1,24 0,37 
Heptadekanoinska kiselina (C17:0) 2,66 1,93 0,29 0,27 
10- Heptadekanoinska kiselina (C17:1) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Stearinska kiselina (C18:0) 4,91 5,32 1,73 3,89 
Elaidinska kiselina (C18:1n9t) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Oleinska kiselina (C18:1n9c) 2,86 2,30 7,61 6,91 
Linolaideinska kiselina (C18:2n6t) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Linolna kiselina (C18:2n6c) 15,76 16,05 40,52 67,38 
Arahidonska kiselina (C20:0) 4,45 4,13 0,34 0,37 
γ-Linolenska kiselina (C18:3n6) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
11-Eikozanoenska kiselina (C20:1) 1,08 1,15 0,20 0,15 
Linolenska kiselina (C18:3n3) 34,97 37,57 6,32 2,61 
Heneikozanoinska kiselina (C21:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
11, 14-Eikozadenoinksa kiselina (C20:2) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Behenska kiselina (C22:0) 2,81 1,90 1,94 0,54 
8, 11, 14-Eikozatrenoinska kiselina 
(C20:3n6) 
< 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Erukinska kiselina (C22:1n9) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
11, 14, 17-Eikozatrienonska kiselina 
(C20:3n3) 
< 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Arahidonska kiselina (C20:4n6) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Trikozanoinska kiselina (C23:0) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
13,16-Dokozadienoinska kiselina (C22:2) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Lignocerinska kiselina (C24:0) 1,22 0,61 0,30 0,12 
Cis-5, 8, 11, 14, 17-Eikozatrienoinska kiselina 
(C20:5n3) 
< 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Nervoinska kiselina (C24:1) < 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
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Cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-Dokosaheksaenska 
kiselina (C22:6n3) 
< 0,02 < 0,02 < 0,02 < 0,02 
Zasidene masne kiseline (SFA) 45,67 42,60 44,11 22,78 
Nezasidene masne kiseline (UFA; MFA+PFA) 54,33 57,40 55,89 77,42 
UFA:SFA odnos 1,19 1,35 1,23 3,40 
 
 
 
 
